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OLIVE POLLEN ALLERGY: THERAPEUTIC POTENTIAL OF PEPTIDES, DEFINED 
FROM THE MAIN ALLERGEN, OLE E 1  
BACKGROUND 
The immune system is regulated to protect the host from exaggerated stimulatory signals 
establishing a state of tolerance in healthy individuals, characterized by functional inactivation due 
to specific T-cell subtypes with an immunosuppressive function, generically named regulatory T 
cells (Tregs). The disequilibrium in immune regulatory vs effector mechanisms results in allergic or 
autoimmune disorders (depending on the nature of the antigen) in genetically predisposed 
subjects under certain environmental conditions. In allergic diseases, sensitization to a specific 
antigen is a prerequisite for the onset of atopic diseases and to prime the Th2 cell response in 
which interleukin (IL)-4 and IL-13 drive immunoglobulin E (IgE) class-switch in B cells, and the 
recruitment and activation of proinflammatory cells (e.g. eosinophils and mast cells) in mucosal 
target organs. 
Allergen-specific immunotherapy (AIT) is the only treatment able to change the course of the 
diseases. Although applied for 100 years to cure allergy, this approach is not fully optimal: AIT can 
cause anaphylactic reactions as well as new IgE sensitization to other allergens present in the 
extract. Furthermore, the lengthy duration (3 to 5 years), the frequent administration, and the high 
cost of treatment are other disadvantages. For these reasons, there is a need for safe and more 
effective AIT strategies. Novel approaches include recombinant allergens, hypoallergenic allergen 
derivatives, and T cell peptides. 
Olive (Olea europaea) pollen is one of the most important causes of respiratory allergy in the 
Mediterranean area. Olive pollen induces mainly nasal and conjunctival symptoms, although it may 
also induce exacerbation of asthma in areas with high antigenic load, such us Andalusia (a region in 
southern Spain with particularly high pollen counts during the pollen season, 5,000 grains/m3 with 
peaks reaching more than 10,000 grains/m3). The incidence is high during the olive pollination 
season (from mid-April to the end of June). 
To date, twelve olive-pollen allergens have been identified. The major allergen, Ole e 1, recognized 
by around 80% of allergic subjects, is a single polypeptide chain of 145 amino acids that shows a 
high degree of sequence homology and IgE cross-reactivity with the main allergens in other 
Oleaceae-family pollens such us lilac, privet, and, in particular, to ash. 
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Ole e 1 has at least 4 B-cell epitopes and 2 regions, amino-acids (aa)91 to 102 and aa119 to 130 
that are defined as immunodominant T-cell epitopes. Several works have analyzed the IgG and IgE 
B-cell epitopes of Ole e 1 for developing a molecule-based therapeutic strategy. 
In addition, a pilot study showed how stimulation with Ole e 1 peptides induced a different 
cytokine profile in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from olive pollen-allergic patients 
compared to non-allergic subjects, according to IL-10, being the peptides that included aa11-33 
Ole e 1 region, mainly recognized by non-allergic subjects, and postulated as possible 
immunoregulatory peptides.  
OBJECTIVE 
To analyze the specific response to the whole olive pollen extract and, to determine, in vitro, the 
immunoregulatory capacity of Ole e 1-derived peptides in a well-characterized population. The 
proposal is to research the immunological mechanisms implicated in allergy response to olive 
pollen and to define new therapeutic targets.  
MATERIALS AND METHODS  
The study population comprised 84 subjects clinically classified into 5 groups: Group 1, non-allergic; 
Group 2, asymptomatic, sensitized to olive pollen; Group 3, allergic to allergens other than olive 
pollen; Group 4, allergic to olive pollen (without treatment); and Group 5, allergic to olive pollen 
treated with AIT. The subjects were diagnosed and recruited at the Allergy Service of hospitals in 
Andalusia based on clinical symptoms and the results of the skin prick test for olive-pollen extract 
and a battery of common allergens. Sera and PBMCs were obtained during and outside the 
pollinization season.  
To characterize the humoral response, serum levels of total IgE and olive pollen-specific IgE 
antibodies were analyzed.  
PBMCs (106 cells) from each subject were cultured for 24 hours at 37ºC, 5% CO2 in humidified air, in 
RPMI 1640 supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) inactivated, 1% L-glutamine, 1% peni-
streptomycin, and 1mM sodium pyruvate in the absence or presence of olive pollen stimuli: olive 
pollen extract (named Olea, 25 µg/ml), and the peptides derived from Ole e 1 named Peptide 2+3 
(5 µg/ml), aa11-33, (pointed out as theorically immunoregulatory epitopes), and Peptide 10+12+13 
(5 µg/ml), aa91 to 102 and aa119 to 130 previously defined as immunodominant T-cell epitopes). 
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Phytohemagglutinin (PHA) (2.5 µg/ml) was used as positive control. Concentration and 
combination of stimuli were based on previous assays. 
After stimulation, the supernatants were used to measure soluble cytokine levels: IL-2, TNF-α, IFN-ǅ 
(Th1 cytokine), IL-4, IL-5 and IL-13 (Th2 cytokines), IL-10 and TGF-Ǆ (Treg cytokines); flow cytometry 
and ELISA were used for these determinations. 
Total RNA of the PBMCs was extracted. The whole gene expression of a total of 120 RNA samples 
(6 patients x 5 groups x 2 exposure moments x 4 experimental conditions) was studied using the 
Affymetrix HGU133 plus 2.0 microarray. Functional studies were carried out using two data bases: 
GO (Gene Ontology) for Biological Process and KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 
for pathways. 
The results of one hundred and eighty-nine transcripts of the most representative and statistically 
significant genes among the experimental conditions were validated in a new population of olive 
pollen-allergic subjects, recruited outside the pollen season, by quantitative real-time polymerase 
chain reaction (qRT-PCR). Functional analyses of the most significant genes were performed using 
DAVID Bioinformatics results and the STRING 9.0 free program. The protein expression of three of 
the validated genes was analyzed by Western blot. 
Furthermore, assays to determine the capacity to inhibit the proliferative response against Olea by 
the Ole e 1 peptides were performed in five non-allergic subjects and in eight olive-allergic 
patients, using the Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. 
RESULTS 
The characterization of the population showed that asymptomatic subjects had the highest total 
IgE levels. Untreated and treated olive pollen-allergic patients showed the highest specific IgE 
antibody levels. At basal level, It was not possible to define a clear pattern of secreted cytokines 
between the five groups. However, in the gene expression analysis, the principal component assays 
(PCA) identified five different gene expression clusters correlating with the five clinical groups.  
Regarding the behavior of the stimuli, the most interesting results were found when the untreated 
olive pollen-allergic patients were compared with the non-allergic group. The most differential 
cytokines were IL-10 and TGF-Ǆ mean levels. Interestingly, during the pollen season, samples from 
olive pollen-allergic patients stimulated with Peptide 2+3 showed the highest IL-10 levels. In 
contrast, this stimulus, in samples recruited outside pollen season, showed the lowest mean levels. 
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Unexpectedly, stimulation with Olea in this period induced a strong increase of IL-10. TGF-Ǆ mean 
levels were higher in non-allergic than in allergic samples, except for patient samples stimulated 
with the possible immunomodulatory Peptide (Peptide 2+3) collected outside pollen season. In this 
case, this Peptide induces a statistically significant increase of TGF-Ǆ levels. These results suggest 
that these regulatory mechanisms are involved in this allergy, and more important, pointing to how 
these mechanisms of regulation could be different according the environmental moment of pollen 
exposure.  
According to gene expression, the PCA analysis did not show a clear pattern in the non-allergic 
group; however, allergic-subject samples grouped in clusters correlated with experimental 
conditions. These results indicate that the stimuli modulate different genes in these patients. 
Furthermore, KEGG analysis revealed that in samples recruited outside pollen season (likely the 
condition more representative of what could happen biologically), the comparison of basal samples 
between control and allergic groups showed a very high number of statistically increased pathways 
in allergic subjects, related and unrelated with immune response. But interestingly, the comparisons 
between groups of Olea europaea extract and stimulated samples with Ole e 1 T-cell Peptides 
showed that the stimuli, in concordance with cytokine results and global gene-expression analysis, 
seem to modulate some specific pathways. Indeed, Peptide 2+3 showed the lowest number of 
differential pathways compared with controls, and this was the only stimulus that did not induce 
the asthma pathway. In addition, comparisons of the 4 experimental conditions (basal and stimuli) 
in the group of allergic subjects revealed that there were fewer differential pathways and biological 
process deregulated comparing peptides stimulation and basal, than between Olea europaea 
extract stimulation and basal, and there were several differences among stimuli. 
In the olive pollen-allergic patients, the validation of the 189 most significant differential transcripts 
confirmed that these genes were differentially expressed among the experimental conditions, but 
specifically, their gene expression defined the response of the 100% samples stimulated with 
Peptide 2+3. Subsequent analysis of the most differential genes according to this peptide 
stimulation provided a profile of 51 genes: ABHD2, ADAM28, APOE, CAMK1, C1QC, CCL20, CCL22, 
CD36, CD84, CD86, CXCL1, DAB2, DNMT1, EBI3, FAAH2, FCN1, FPR3, FUCA1, GAA, GDE1, GPNMB, 
IL1A, IL1B, IL2RA, IL6, IL24, INHBA, ITGB8, LGMN, LRP1, MPEG1, ME1, MIR155HG, MYOF, PIPI4K2A, 
PSAP, PTGS2, RNASE1, SEMA6B, SERPINB2, SPINK1, STAB1, ST14, TFPI2, TGFǄI, TLR4, TREM1, 
TREM2, UBASH3B, WNT5A, and ZNF467. The functional analysis of these genes revealed that the 
main clustering was related with the immune response; most of them codify proteins implicated in 
the maintenance of peripheral T-tolerance and inflammatory response. It was not possible to define 
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these differences of expression by analyzing the protein levels of three genes (EBI3, FPR3 and 
TREM1) by Western blot. 
Finally, in accordance with our previous results, the proliferation assays with and without peptides 
as inhibitors, showed that Peptide 2+3 was able to inhibit partially, the total Olea extract cellular 
response, as shown by a significant decrease in the stimulation index of PBMCs from untreated 
allergic subjects. 
CONCLUSIONS 
It has been demonstrated how, according to the stimuli used and the environmental moment of 
pollen exposure, different mechanisms of regulation could be implicated in olive-pollen response. 
Furthermore, Peptide 2+3 (aa11-33 of Ole e 1) could regulate the immune response in olive pollen-
allergic patients because it modulates the levels of Treg cytokines, changes the gene-expression 
levels of regulation-related genes, and inhibits the total Olea extract cellular proliferative response. 
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 18S  Subunidad de 18 unidades Svedberg del ribosoma  
 Δ  Incremento 
 aa  Aminoácido  
 Abs  Absorbancia 
 AIT  Inmunoterapia específica con alérgenos 
 AMPc  Adenosín monofosfato cíclico 
 ANOVA Análisis de la Varianza 
 APC  Célula presentadora de antígeno 
 Asn  Asparagina 
 BCA  Ácido Bicinconínico 
 BRE  Batch Removal Effect 
 Breg  Célula B reguladora 
 BSA  Albúmina de suero bovino 
 CBA  Cytometric Bead Array 
 CD Cúmulo de diferenciación (Cluster of differentiation). Marcador de superficie 
molecular 
 cDNA  Ácido desoxirribonucleico complementario  
 CIPF  Centro de Investigación Príncipe Felipe 
 CpG  Dinucleótidos de citosina-fosfato-guanina 
 cRNA  RNA codificado a partir de cDNA 
 Ct  Threshold cycle, ciclo umbral 
 CTLA-4  Antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico 
 DAVID Base de datos de genes con herramientas de anotación (Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) 
 DEPC  Dietilpirocarbonato 
 DMSO   Dimetilsulfóxido 
46 | ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS, SIGLAS Y SÍMBOLOS  
 DNA  Ácido desoxirribonucleico 
 dNTP  Dexosirribonucleótidos trifosfato 
 EAACI  European Academy of Allergy and Clinical Immunology 
 EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 
 ELISA  Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 
 FcεRI  Receptor de alta afinidad para la IgE 
 FDR  False Discovery Rate 
 Fmoc  Fmoc-trinucleósido-difosfato fosforamiditos 
 FOXP3  Caja forkhead P3 
 g  Fuerza centrífuga relativa 
 GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
 GEO Base pública para datos experimentales de microarrays (Gene Expression 
Omnibus) 
 GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
 GO  Base de datos Gene Ontology 
 HEPES  Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfónico 
 HLA   Antígeno leucocitario humano 
 ID   Identificador numérico de la sonda génica 
 I.E.  Índice de estimulación  
 IFN   Interferón 
 Ig  Inmunoglobulina 
 IIS-FJD  Instituto de Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz 
 IL  Interleucina 
 ISS  Oligodeoxinucleótidos inmunoestimuladores 
 iTreg  Célula T reguladora inducida 
 IUIS   Internacional Union of Immunology Societies 
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 IVT  In Vitro Transcription Technology 
 kDa   Kilodalton 
 KEGG  Base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
 kUA  Kilo Unidades Arbitrarias 
 LOR   Log Odds Ratio  
 MHC  Complejo Principal de Histocompatibilidad 
 MM  Missmatch 
 mRNA  RNA mensajero 
 NCBI  National Center for Biotechnology Information 
 NK   Célula Natural Killer 
 nTreg  Célula T reguladora natural 
 OIT  Inmunoterapia oral 
 Olea  Extracto completo de polen de olivo (Olea europaea) 
 Ole e 1  Alérgeno principal de Olea europaea 
 OMS  Organización Mundial de la Salud 
 p  p-valor (estadístico) 
 P2+3  Péptido 2+3 (Péptido 2 + Péptido 3) derivados de Ole e 1  
 P10+12+13 Péptido 10+12+13 (Péptido 10 + Péptido 12 + Péptido 13) derivados de 
Ole e 1 
 PBMC  Células mononucleares de sangre periférica 
 PCA  Análisis de Componentes Principales 
 PCR  Reacción en cadena de la polimerasa  
 PD-1  Proteína 1 de muerte celular programada 
 PE  Ficoeritrina 
 PHA  Fitohemaglutinina 
 PM   Perfect match 
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 qRT-PCR PCR cuantitativa en tiempo real 
 RNA  Ácido ribonucleico 
 RPMI  Medio Roswell Park Memorial Institute 
 SCIT  Vacunas subcutáneas 
 SDS  Dodecilsulfato sódico 
 SEAIC  Sociedad Española de Alergología e Inmunología Clínica 
 S.I.  Sistema Inmunitario 
 SLIT  Vacunas sublinguales 
 SS  Suero salino isotónico al 0.9% 
 STRING Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 
 TCR  Receptor de células T 
 TGF  Factor de crecimiento transformante 
 Th  Célula T helper 
 TNF   Factor de necrosis tumoral 
 Treg  Célula T reguladora 
 UA  Unidades arbitrarias 
 UI  Unidades internacionales 
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La presente Tesis Doctoral se centra en el estudio, in vitro, de la respuesta tolerogénica y alérgica al 
polen de olivo y el posible restablecimiento de la tolerancia, mediante Péptidos que derivan del 
alérgeno principal, Ole e 1, con el fin de identificar nuevas herramientas terapéuticas. 
1 TIPOS DE RESPUESTA INMUNE FRENTE A UNA SUSTANCIA INOCUA 
El Sistema Inmunitario (S.I.) tiene como función proteger al organismo de patógenos y tolerar 
antígenos propios y extraños que no producen patogenicidad en el individuo. Sin embargo, la 
alteración de la tolerancia o, lo que es lo mismo, la desregulación del funcionamiento del S.I., 
implica el desarrollo de enfermedades de origen autoinmune o alérgicas (en función de la 
naturaleza del antígeno) (Soyer O.U. et al., 2013; Kucuksezer U.C. et al., 2013). En concreto, la 
respuesta del S.I. ante un antígeno ambiental inocuo puede clasificarse en tolerogénica (ausencia 
de respuesta) o alérgica (reacción de hipersensibilidad o exagerada): respuesta derivada hacia el 
fenotipo T helper de tipo 2 (Th2) y la producción de inmunoglobulinas de tipo E (IgE). 
1.1 RESPUESTA TOLEROGÉNICA 
La tolerancia inmunológica se define como la ausencia específica de respuesta ante el antígeno 
(tolerógeno) y está controlada por diferentes mecanismos de supresión activa dotados de 
especificidad y memoria.  
La respuesta tolerogénica frente a antígenos extraños se desarrolla a nivel periférico. Los 
principales mecanismos que la controlan son la eliminación clonal y la anergia clonal, aunque 
también es posible perder la capacidad de respuesta frente a un antígeno determinado, a pesar de 
la presencia de linfocitos maduros que responden a él. En esta situación, el crecimiento y 
diferenciación de los linfocitos inmunocompetentes pueden ser inhibidos activamente mediante 
distintos mecanismos, entre los que destacan los relacionados con las células y citocinas 
reguladoras (Sakaguchi S. et al., 2009; Soyer O.U. et al., 2013).  
1.1.1  Células reguladoras 
En la actualidad, se ha definido una amplia variedad de células reguladoras en distintas poblaciones 
celulares: células dendríticas (Zimmer A. et al., 2012), células Natural killers (NK) (Deniz G. et al., 
2013), macrófagos (Ziegler T. et al., 2015), etcétera. De entre todas ellas, cabe destacar el 
funcionamiento de las células T y células B reguladoras.  
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1.1.1.1 Células T reguladoras 
En situaciones normales, ante la entrada de un antígeno ambiental inocuo, los linfocitos T con 
función reguladora (Treg) son cruciales para el desarrollo de una respuesta inmune tolerogénica y 
por tanto, para la inhibición de la respuesta alérgica (Palomares O. et al., 2010; Rudensky A.Y., 2011). 
En la actualidad, se diferencian varios tipos de células Treg (Figura 1) en relación a su origen, 
fenotipo y mecanismos de supresión. Por un lado, los linfocitos T reguladores naturales (nTreg), 
caracterizados por los marcadores de superficie, clúster de diferenciación (CD) 4+ (CD4+) y CD25High, 
y el factor de transcripción FOXP3+ (Forkhead box P3). Estas células se generan en el timo y se 
incorporan al repertorio linfocitario periférico como linfocitos Treg funcionales o maduros. Por otro 
lado, los linfocitos T reguladores inducibles (iTreg), que se desarrollan en la periferia tras la 
estimulación antigénica (Chen W. et al., 2003). Este tipo de linfocitos Treg se ha dividido a su vez en 
tres tipos de poblaciones: iTreg FOXP3+, Tr1 (secretoras de interleucina 10, IL-10) y Th3 (secretoras 
del factor de crecimiento transformante Ǆ, TGF-Ǆ) (Palomares O. et al., 2010). Además, se han 
descrito otros tipos de células Treg como los linfocitos TCD8+ que median la tolerancia en 
enfermedades de origen autoinmune. 
 
Figura 1. Poblaciones de células Treg. Las células nTreg se generan en el timo. Las células iTreg se generan 
en la periferia, habiéndose descrito tres subtipos: células FOXP3+, células Tr1 y células Th3. Figura adaptada de 
Palomares O. et al., 2014.  
Las células Treg tienen la función de controlar la respuesta del S.I. mediante la secreción de factores 
solubles o por contacto directo (célula-célula) (Lloyd C.M., Hawrylowicz C.M., 2009; Soyer O.U. et al., 
2013). Los principales mecanismos implicados son: la producción de citocinas reguladoras como la 
IL-10, la IL-35 y el TGF-Ǆ; mecanismos de disrupción metabólica: CD25, adenosín monofosfato 
cíclico (AMPc), receptor de adenosina 2, receptor de histamina 2, CD39 y CD73; mecanismos 
mediados por moléculas de superficie con diana en células dendríticas: antígeno-4 asociado a 
linfocitos T citotóxicos (CTLA-4), proteína 1 de muerte celular programada (PD-1); y mecanismos 
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citolíticos como las granzimas A y B (Palomares O. et al., 2014). Las principales funciones 
potencialmente atribuibles a las células Treg son las siguientes (Figura 2): 
1. Promover los tipos de células dendríticas con fenotipo tolerogénico hacia su maduración, 
disminuyendo la capacidad para potenciar las respuestas Th1, Th2 y Th17 (Wing K. et al., 2008).  
2. Inhibir de manera directa la activación de las células Th2 específicas de antígeno, minimizando la 
producción de las citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Akdis C.A. et al., 1998; Jutel M. et al., 2003; Akdis 
M. et al., 2004). 
3. Inhibir la activación y degranulación de mastocitos y basófilos, suprimiendo la expresión del 
receptor de alta alfinidad para la IgE (FcεRI) y su degranulación mediante interacciones OX40-
OX40L, e impedir la infiltración de eosinófilos y células T a los tejidos, tanto por contacto directo 
como mediante la secreción de citocinas, lo que provoca una disminución de la inflamación local 
(Kashyap M. et al., 2008; Ring S. et al., 2006; Gri G. et al., 2008; Nonaka M. et al., 2008). 
4. Ejercer un efecto directo sobre las células B, suprimiendo la producción de anticuerpos IgE 
específicos e induciendo la formación de anticuerpos no inflamatorios IgG4 (Meiler F. et al., 2008a). 
5. Interactuar con células residentes en el tejido como las células epiteliales bronquiales 
previniendo el daño tisular e inhibiendo la remodelación del tejido (Gri G. et al., 2008; Nonaka M. et 
al., 2008). 
 
Figura 2. Principales funciones de las células Treg. Las flechas rojas indican inhibición, la flecha azul 
activación. Figura adaptada de Palomares O. et al., 2010. 
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1.1.1.2 Células B reguladoras 
Recientemente, han surgido nuevas investigaciones que evidencian la importancia de las células B 
reguladoras (Breg) en la respuesta tolerogénica frente a antígenos extraños (Soyer O.U. et al., 2013). 
Hasta la fecha, se han descrito múltiples poblaciones de células B reguladoras: Br1, secretoras de IL-
10; Br3, secretoras de TGF-Ǆ y Breg, que expresan FOXP3. Todas ellas, al igual que las células Treg, 
ejercen funciones inmunorreguladoras, promoviendo la tolerancia por múltiples mecanismos como 
la secreción de IL-10 o TGF-Ǆ (Noh G., Lee, J.H., 2011) y que, en último término, inhiben la respuesta 
temprana de las células T, disminuyen la inflamación e inducen el reclutamiento de células Treg 
(Natarajan P. et al., 2014; Braza F. et al., 2014). 
De este modo, las células Breg y Treg actuarían de un modo sinérgico y recíproco promoviendo la 
tolerancia e impidiendo la respuesta inmune específica de antígeno (Noh G., Lee J.H., 2011). 
1.1.2 Citocinas reguladoras 
Uno de los principales mecanismos de acción de las células reguladoras es la secreción de 
mediadores solubles, entre los que destacan las citocinas IL-10 y TGF-Ǆ (Tabla 1) (Palomares O. et 
al., 2014). 
1.1.2.1 Interleucina 10 (IL-10) 
Esta citocina, formada a partir de dos subunidades de 178 aminoácidos (aa) (18 kDa) (Vieira P. et al., 
1991; Zdanov A. et al., 1996), es secretada principalmente por células T, B, monocitos, macrófagos, 
células dendríticas y mastocitos en forma de homodímero (Nagalakshmi M.L. et al., 2004; 
Grimbaldeston M.A. et al., 2007). Su receptor está formado por dos cadenas: IL10-R1, que solo se 
expresa en las células diana (células T, B, NK, monocitos, mastocitos y células dendríticas) e IL10-R2, 
expresado de forma ubicua. La unión ligando-receptor produce una cascada de señalización a 
partir de la fosforilación de diversas proteínas que induce la activación, entre otros, del factor de 
transcripción STAT3. Este gen es el responsable de activar genes proapoptóticos, de disminuir la 
expresión del factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y de promover la expresión de SOCS3 (supresor 
de la activación de citocinas). Estas activaciones confieren a la IL-10 una importante capacidad 
inmunosupresora: inhibe la producción de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y la expresión de 
sus receptores, además de moléculas clave en la presentación de antígenos como las moléculas del 
complejo principal de histocompatibilidad de clase II (MHC-II en ratón, HLA-II en humanos) y 
moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) en monocitos, macrófagos y células dendríticas. Todo ello 
provoca la supresión de la proliferación de células TCD4+ (De Waal Malefyt R. et al., 1991; Timmann 
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C. et al., 2004). También puede inhibir de forma directa la proliferación de células T CD4+ mediante 
la supresión de la señal de coestimulación dependiente de CD28 y CD2 (Taylor A. et al., 2007; Oral 
H.B. et al., 2006).  
Su implicación en las respuestas tolerogénicas y alérgicas ha sido ampliamente estudiada. Por 
ejemplo, se ha demostrado que las células dendríticas procedentes del tracto respiratorio de 
sujetos sanos, secretan mayores niveles de IL-10 que las de sujetos con síntomas de alergia como 
rinitis y asma (Palomares O. et al., 2010; Pacciani V. et al., 2010). Por otra parte, distintos ensayos 
clínicos han observado la restauración de los niveles de secreción de esta citocina por parte de las 
células Tr1, en respuesta a tratamientos específicos con alérgenos (Akdis C.A. et al., 1998; Francis 
J.N. et al., 2003; Suarez-Fueyo A. et al., 2014). Además, la sobreexposición a altos niveles de 
alérgenos, como en el caso del pelo de gato, promueve la secreción de IL-10 por parte de las Tr1, 
que junto a la mayor secreción de IgG4 se asocia a una mejoría clínica (Platts-Mills T. et al., 2001). 
Algo similar ocurre en la alergia ocupacional mediada por picadura de abeja, donde se ha 
demostrado el aumento de la tolerancia debido a la diferenciación y expansión clonal de células 
Tr1, con la consecuente secreción de IL-10 (Meiler F. et al., 2008b). También se ha demostrado que 
en respuesta a la caseína, las células Breg, BCD5+ de individuos sanos, secretan mayores niveles de 
IL-10 que los sujetos alérgicos a la leche (Noh J. et al., 2010). 
1.1.2.2 Factor de crecimiento transformante Ǆ (TGF-Ǆ) 
La superfamilia del factor de crecimiento transformante Ǆ (TGF-Ǆ) es un grupo integrado por un 
elevado número de proteínas multifuncionales que afectan a diversos procesos celulares, siendo el 
TGF-Ǆ1 la molécula prototipo y por tanto, la más estudiada (Li M.O., Flavell R.A., 2008; Alansari A. et 
al., 2001). Las funciones fisiológicas y fisiopatológicas de esta citocina son extensas, ya que casi 
todos los tipos celulares pueden secretarla. En lo concerniente al S.I., las principales células que lo 
producen son las células Treg, más en concreto el subtipo Th3. Esta citocina se secreta en forma de 
protohomodímero que, para ser funcional, requiere ser activada mediante proteasas (Prieto J. et al., 
2002; Sosa-Garroso M., Macías-Silva N., 2004). Los receptores para el TGF-Ǆ son complejos 
glicoproteicos heteroméricos transmembranales. Actualmente, se distinguen tres tipos, con 
diferencias estructurales y funcionales entre ellos (Wakefield L.M., Hill C.S., 2013): los receptores I y 
II, que son necesarios para la señalización, y el receptor tipo III o betaglicano, no implicado en la 
señalización pero que podría regular el acceso del ligando a sus receptores, facilitando la 
interacción del TGF-Ǆ con el receptor tipo II. En todo caso, la consecuencia de la interacción 
ligando-receptor es la activación de cascadas de señalización intracelular que producen la 
transcripción de genes desencadenantes de los efectos de la molécula.  
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El TGF-Ǆ mantiene la tolerancia periférica ante antígenos extraños inocuos, ya que inhibe la 
activación de células T y la secreción de anticuerpos por las células B. Asimismo, promueve la 
diferenciación de células TCD4+ en células Treg y la expresión de FOXP3, induciendo mecanismos 
tolerogénicos como la inhibición de la respuesta proliferativa, diferenciación y supervivencia de 
células T y B específicas de antígeno (Gorelik L. et al., 2000; Gorelik L. et al., 2002; Heath V.L. et al., 
2002). Además, inhibe la maduración de células dendríticas, células de Langerhans y macrófagos 
(Scadding G.W. et al., 2013; Moingeon P., Mascarell L., 2012) y bloquea la expresión de los FcεRI en 
mastocitos (Soyer O.U. et al., 2013). Por otro lado, la expresión de TGF-Ǆ por parte de eosinófilos y 
las células residentes en tejido está involucrada en la remodelación del epitelio de las vías 
respiratorias y en la fibrosis (Branton M.H., Kopp J.B., 1999).  
Tabla 1. Funciones de IL-10 y TGF-Ǆ en las células diana. 





Inhibe la maduración de células 
dendríticas, reduciendo la expresión de 
MHCII y señales coestimuladoras 
 
Inhibe la presentación antigénica 
bloqueando la secreción de citocinas de 
perfil Th1 y Th2 
Inhibe el desarrollo de células de Langerhans y 
reprime la expresión del FcεRI 
Inhibe la maduración de las APC, la presentación 
antigénica y la proliferación de células T 
Inhibe los receptores Scavenger y su función en 
monocitos y macrófagos 
Linfocitos T 
Inhibición de la proliferación de células 
Th1 y Th2 específicas de antígeno 
Inhibición de la proliferación y diferenciación de 
células Th1 y Th2 específicas de antígeno 
Bloqueo de las señales coestimulatorias 
B7/CD28, ICOS y CD2 
Promueve la generación de células Treg y Th17 
Linfocitos 
Treg 
Promueve la generación del subtipo Tr1, 
secretor de IL-10 
Promueve la generación de células FOXP3+ 
Linfocitos B 
Promueve la supervivencia 
 
Pomueve la generación de anticuerpos 
de tipo IgG4 
 
Suprime la secreción de IgE específica de 
antígeno 
Inhibe su proliferación 
Provoca apoptosis de células B vírgenes 
Provoca cambio de isotipo hacia IgA 
Suprime la secreción de IgE específica de 
antígeno 
Eosinófilos, 
 mastocitos  
y neutrófilos 
Inhibe su supervivencia, activación y la 
secreción de citocinas 
Promueve quimiotaxis 
Inhibe la expresión de los FcεRI 
 
Tabla adaptada de Palomares O. et al., 2014. 
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1.2 RESPUESTA ALÉRGICA 
En determinadas situaciones, se produce una pérdida de tolerancia frente a sustancias ambientales 
inocuas, lo que provoca la activación del S.I. y el desarrollo de una respuesta inmunológica 
defensiva, inapropiada y exagerada. A ese estado se le conoce como alergia, etimológicamente 
“reacción extraña”, término definido por el Dr. Clemens Von Pirquet en 1906. La molécula que 
desencadena esta respuesta se denomina alérgeno. 
En la actualidad, se desconocen las razones por las que, en algunos sujetos, la exposición a un 
antígeno tolerogénico ambiental desencadena una respuesta alérgica. Los estudios 
epidemiológicos muestran que la susceptibilidad personal para desarrollar enfermedades alérgicas, 
depende por un lado, de la predisposición hereditaria y por otro, de su interacción con los factores 
ambientales, estos ligados, en gran medida, al modo de vida del sujeto y a su entorno. 
La respuesta alérgica o hipersensibilidad de tipo I es una enfermedad que está mediada por la 
interacción entre el antígeno y los anticuerpos IgE unidos a mastocitos y basófilos, que provocan la 
liberación de mediadores inflamatorios. Aunque las bases genéticas, moleculares y celulares no 
están definidas con exactitud, la secuencia de acontecimientos implicados en el desarrollo de la 
hipersensibilidad puede dividirse en dos etapas: fase de sensibilización y fase efectora. 
 Fase de sensibilización 
Esta primera fase se produce cuando un determinado alérgeno entra en contacto por primera vez 
con el organismo bien sea ingerido, inyectado o inhalado. En este proceso el alérgeno sufre un 
doble reconocimiento (Figura 3). 
Por un lado, las células presentadoras de antígeno (APC), fundamentalmente células dendríticas, 
reconocen y procesan el alérgeno. A continuación, migran a la zona T de los ganglios linfáticos 
adyacentes y lo presentan en superficie en forma de péptidos asociados al complejo principal de 
histocompatibilidad de clase II. Las células TCD4+ vírgenes (Th0) se unen, mediante su receptor 
(TCR), a este complejo lo que provoca su activación y diferenciación hacia el fenotipo Th2 
específico de alérgeno. Estas células Th2 van a producir IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 y el factor 
estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), promoviendo el reclutamiento de 
mastocitos (IL-4, IL-9 e IL-13) y la maduración de eosinófilos (IL-3, IL-5 y GM-CSF) y basófilos (IL-3 e 
IL-4) (Holgate S.T. et al., 1999). 
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Por otro lado, los linfocitos B vírgenes circulantes reconocen al alérgeno íntegro mediante las 
inmunoglobulinas IgM presentes en su membrana. En el proceso de sinapsis inmunológica, la 
célula Th2 activa al linfocito B (que haya reconocido previamente el antígeno con sus Ig de 
superficie) mediante la secreción de citocinas IL-4 e IL-13, y origina el cambio de isotipo hacia IgE y 
su diferenciación a célula plasmática secretora de IgE. Los anticuerpos IgE producidos tras este 
primer contacto con el antígeno, pasan a la sangre y se unen a sus receptores de alta afinidad 
(FcRI), localizados en la membrana celular de los mastocitos (situados en mucosas y piel) y 
basófilos (localizados en la sangre). Ambos tipos celulares contienen mediadores cuya liberación 
dará lugar a los síntomas clínicos de la alergia en la fase efectora. Además, en esta etapa se 
establece el repertorio de células B y T de memoria específicas del alérgeno. 





















Figura 3. Sensibilización al alérgeno y desarrollo de células B específicas. La diferenciación y expansión 
clonal de las células Th2 específicas de alérgeno conduce a la producción de IL-4 e IL-13 que inducen el 
cambio de isotipo de IgM a IgE. El anticuerpo IgE en la superficie de las células B específicas de alérgeno 
facilita la presentación antigénica. La activación celular en presencia de IL-4 aumenta la diferenciación a células 
Th2. Figura adaptada de Larché M.Y. et al., 2006. 
 Fase efectora 
Esta fase se divide a su vez en dos, respuesta inmediata y respuesta tardía: 
Respuesta inmediata: se produce cuando el alérgeno entra en contacto de nuevo con el individuo 
sensibilizado. Así, el alérgeno se une a los anticuerpos IgE específicos fijados a los receptores FcRI 
de mastocitos y basófilos, provocando el entrecruzamiento de estos complejos y la activación de 
una cascada enzimática que desencadena la degranulación de estos tipos celulares, produciendo la 
liberación de aminas vasoactivas (por ejemplo: histamina), mediadores lipídicos (por ejemplo: 
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prostaglandina D y leucotrienos), ligandos de receptores de quimiocinas CXC (por ejemplo: CXCL8 
y CXCL10) y de quimiocinas CC (por ejemplo: CCL2, CCL4 y CCL5) y otras citocinas (IL-4, IL-5 e IL-
13) (Figura 4 A). Esta liberación de mediadores es la responsable de los síntomas clínicos que 
caracterizan la fase inmediata de la reacción alérgica (broncoespasmo, rinitis, urticaria, diarrea, 
vómitos y/o anafilaxia), que se manifiestan durante los 30 primeros minutos desde la entrada del 
alérgeno (Kalesnikoff J., Galli S.J., 2008; Simons F.E., 2010).  
Respuesta tardía (Figura 4 B): comienza aproximadamente entre 4-6 horas después de haberse 
producido la fase inmediata y en ella recae la responsabilidad de la propagación y el 
mantenimiento de la respuesta inmune adaptativa Th2. Las quimiocinas liberadas durante la 
respuesta inmediata por las células efectoras, dirigen el reclutamiento de mastocitos, basófilos, 
eosinófilos y células Th2 específicas de alérgeno a los sitios de entrada del alérgeno, lo que deriva 
en una inflamación local y daño tisular (Carlson M. et al., 1992). La inflamación crónica, como 
sucede en el asma bronquial, puede producir lesiones irreversibles, por el desarrollo de fibrosis y 
remodelado de las vías respiratorias. En su forma más grave, puede llegar a ocasionar la muerte del 
individuo por obstrucción de las vías respiratorias y colapso cardiovascular, lo que se conoce como 
choque anafiláctico.  
Las manifestaciones clínicas derivadas del proceso alérgico son diversas, ya que dependen del 
agente causal: ya sean aeroalérgenos, alimentos, medicamentos o veneno por picaduras de 
himenópteros; y del órgano afectado. Así, en la piel, el contacto con un determinado alérgeno 
puede producir urticaria o dermatitis caracterizada por la aparición de eritema, angioedema y 
prurito. En los bronquios producen broncoespasmo, inflamación y aumento de secreciones, 
característicos del asma, mientras que en la mucosa nasal, producen inflamación y prurito, que 
originará estornudos, así como aumento de secreción mucosa propio de la rinitis. En el tracto 
digestivo causa diarrea, vómitos y dolor abdominal, síntomas que aparecen en la alergia alimentaria. 
En los casos más graves, el alérgeno puede afectar a varios órganos provocando una reacción 
anafiláctica. 
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Figura 4. Fase efectora de la respuesta alérgica. A) Respuesta temprana: el entrecruzamiento de los 
receptores FcRI debido a la unión del anticuerpo IgE con el alérgeno, provoca la liberación de histamina, 
mediadores lipídicos (como la prostaglandina D, factor de activación plaquetario, leucotrienos…), quimiocinas 
y otras citocinas (IL-4, IL-5, IL-13). Este proceso desencadena los síntomas inmediatos de la enfermedad 
alérgica. B) Respuesta tardía: bajo la influencia de citocinas y quimiocinas, las células migran al lugar de 
exposición, donde se reactivan y se produce la expansión clonal. La IgE local facilita la presentación antigénica, 
incrementando la activación celular. Los eosinófilos son uno de los tipos celulares con mayor capacidad 
inflamatoria. Las células Th1 producen interferón ǅ (IFN-ǅ) y factor de necrosis tumoral (TNF), contribuyendo a 
la apoptosis de los queratinocitos, del epitelio bronquial y de las células del músculo liso. Figura adaptada de 
Larché M.Y. et al., 2006. 
1.2.1 Alérgenos 
Se denomina alérgeno a aquella proteína o glicoproteína capaz de inducir la producción de 
anticuerpos IgE específicos en individuos susceptibles de desarrollar una respuesta clínica 
(enfermedad alérgica) (Pomés A., Villalba M., 1995). Los alérgenos conocidos reciben un nombre 
sistemático siguiendo la nomenclatura de la International Union of Immunology Societies (IUIS): las tres 
primeras letras indican el género; la siguiente, la especie; y el número, el orden en el que fue 
descubierto o la importancia clínica que tiene (King T.P. et al., 1994). Por ejemplo, la nomenclatura 
de los alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus es Der p 1, Der p 2, etcétera. 
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Aunque las características moleculares que hacen que una determinada proteína sea alergénica no 
están muy bien definidas, la capacidad de una proteína para inducir una respuesta alérgica se 
relaciona con su grado de accesibilidad al organismo (Pomés A., Villalba M., 1995). Por ello, deben 
ser proteínas solubles y estables en fluidos corporales, con un tamaño comprendido entre 5 y 70 kDa, 
tamaño óptimo para que la molécula sea inmunogénica (mayor de 5 kDa) y pueda atravesar la 
membrana de las mucosas (límite superior 70 kDa) (Mygind N. et al., 1996). Otras propiedades 
biológicas como la actividad enzimática, parámetros fisico-químicos o modificaciones 
postransduccionales como la glicosilación, pueden contribuir a aumentar la capacidad alergénica 
de una molécula (Shakib F., Furmonaviciene R., 2000). Los alérgenos pueden entrar en contacto con 
el organismo de un individuo por múltiples vías: inhalación (aeroalérgenos), ingestión (alérgenos 
alimentarios), inyección o por contacto. 
Por otro lado, el extracto proteico de una determinada fuente alergénica natural puede contener 
más de un alérgeno, aunque no todos presentan la misma frecuencia de reconocimiento por parte 
de los pacientes alérgicos. Este hecho permite clasificarlos como principales o secundarios. Se 
denomina alérgeno principal a aquel que es reconocido por más del 50% de los pacientes, mientras 
que si el porcentaje es menor se califica como secundario (King T.P. et al., 1964). Si bien, una 
determinada fuente alergénica puede contener uno o más alérgenos principales.  
1.2.1.1 Epítopos antigénicos 
Un alérgeno contiene un número determinado de regiones que producen activación inmunológica, 
denominadas determinantes o epítopos antigénicos. Estas regiones suelen estar formadas por un 
número variable de aminoácidos y pueden ser lineales o conformacionales, dependiendo de si los 
aminoácidos están formando una secuencia continua en la estructura primaria de la proteína o si su 
proximidad está determinada por la estructura tridimensional de la misma. Para desencadenar la 
respuesta alérgica, los antígenos sufren un doble reconocimiento: por parte de las 
inmunoglobulinas (epítopos B) y por parte del TCR (epítopos T), pudiendo coincidir o no en la 
cadena polipeptídica (Mazur G. et al., 1990; Fehlner P.F. et al., 1991). 
1.2.1.1.1 Epítopos B 
Estos epítopos han de estar localizados en la superficie del antígeno (Benjamin D.C. et al., 1984) y 
pueden ser lineales o conformacionales. La molécula alergénica debe contener, al menos, dos 
epítopos que sean reconocidos por los anticuerpos IgE y poder provocar la activación de las células 
efectoras. La significación clínica de este reconocimiento no es siempre la misma. Así, puede variar 
desde producir síntomas clínicos en el primer contacto, hasta no producir ninguna sintomatología 
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pese a ser reconocido por las moléculas de IgE del individuo sensibilizado. Los anticuerpos IgE de 
cada paciente pueden reconocer distintos epítopos B (dentro de la misma molécula), diferentes de 
los que reconozca otro paciente, y pueden reconocer epítopos antigénicos similares en distintos 
alérgenos con un alto grado de similitud estructural, lo que da lugar a los fenómenos de 
reactividad cruzada.  
La caracterización de estos epítopos se realiza mediante el uso de anticuerpos monoclonales que, 
utilizados como sondas específicas, permiten evaluar la unión específica epítopo-anticuerpo. 
Además, el estudio de la estructura tridimensional puede ser de gran ayuda para la identificación 
de estos epítopos como ya se ha demostrado para los alérgenos Bet v 1 (Gajhede M. et al., 1996) y 
la profilina del abedul (Fedorov A.A. et al., 1997).  
1.2.1.1.2 Epítopos T 
Los receptores de linfocitos T (TCR) solo reconocen al alérgeno una vez ha sido procesado y 
presentado por las APC (mediante las moléculas del MHC-II), por tanto, los aminoácidos que 
conforman los epítopos T se encuentran continuos en la estructura primaria. Se ha observado que 
estos epítopos pueden estimular linfocitos T de individuos atópicos y no atópicos, siendo la 
diferencia entre ellos, el tipo de células T activadas en cada caso (Carbadillo J.M. et al., 1993; Ebner 
C. et al., 1995). 
Las técnicas para su identificación se basan en el conocimiento de la estructura primaria del 
alérgeno. Una vez determinada, es posible diseñar una serie de péptidos que contengan regiones 
potencialmente antigénicas y que cubran la secuencia de aminoácidos de la manera más completa 
posible. La obtención de los péptidos puede realizarse mediante el clonaje de los fragmentos de 
DNA que codifican esas secuencias o mediante síntesis química. Para la identificación de epítopos 
T, se evalúa la capacidad de estos péptidos de inducir una respuesta proliferativa por parte de los 
linfocitos T. Aquellos péptidos que produzcan mayores niveles de proliferación, se identifican como 
epítopos T (Bungy G.A. et al., 1994; Higgins J.A. et al., 1994; Ebner C. et al., 1993; Schramm G. et al., 
1999). 
1.2.2 Tratamiento etiológico en las enfermedades alérgicas 
Las enfermedades alérgicas constituyen un problema de salud pública a nivel global. Se estima que 
alrededor de un 30-40% de la población mundial está afectada por una o más enfermedades 
alérgicas y, durante los próximos años, la Organización Mundial de la Salud (OMS) prevé una 
prevalencia aún mayor. Este hecho está provocando un incremento de la demanda sanitaria, con el 
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consiguiente impacto sobre la salud pública y los recursos sanitarios y económicos. Por tanto, dada 
la importancia epidemiológica de las enfermedades alérgicas, el desarrollo de tratamientos 
inmunoterapéuticos que ayuden a la curación de este tipo de enfermedades es un importante reto 
sanitario a nivel mundial. 
1.2.2.1 Inmunoterapia con extractos alergénicos  
En la actualidad, la inmunoterapia o vacunación con extractos alergénicos es el único tratamiento 
etiológico de la enfermedad alérgica (Akdis C.A., Akdis M., 2011). Generalmente, el tratamiento 
consiste en la administración repetida y gradual, durante varios años, del extracto alergénico frente 
al que el paciente está sensibilizado, con el objetivo de lograr su tolerancia (Akdis C.A., 2010). Este 
proceso lleva a la reducción o eliminación de los síntomas que se presentan después de la 
exposición al alérgeno (Freeman J., 1930; Bousquet J. et al., 1998; Fiandor A., Olalde S., 2008; Sastre 
J., 2013). 
Este tipo de terapia debe utilizarse exclusivamente en enfermedades en las que se haya confirmado 
un mecanismo alérgico mediado por anticuerpos IgE. Por ello, además de demostrar una 
sensibilización alergénica mediante pruebas cutáneas o la determinación de anticuerpos IgE séricos 
específicos, hay que asegurarse de que dicha sensibilización se corresponde con el cuadro clínico 
que presenta el paciente (Fiandor A., Olalde S., 2008).  
Es un método terapéutico que se utiliza desde hace más de cien años. En 1911, Noon y Freeman 
utilizaron la inmunoterapia para tratar la rinitis alérgica (Noon L., 1911; Freeman J., 1914). Sus 
ensayos clínicos demostraron que la inyección subcutánea del extracto de polen frente al que los 
pacientes eran alérgicos, era capaz de inducir tolerancia inmunológica, logrando revertir el curso de 
la enfermedad. Además, los beneficios de esta inmunización activa se prolongaban alrededor de un 
año después de la suspensión del tratamiento. La metodología empleada por Noon para el 
tratamiento de las enfermedades alérgicas fue aceptada por la comunidad científica y, a partir de 
ese momento, los estudios de las reacciones alérgicas se incrementaron exponencialmente (Cooke 
R.A. et al., 1935; Loveless M.H. 1940; Malley A., Perlman F., 1969; Bousquet J., Demoly P., 2006; 
Compalati E. et al., 2009; Burks A.W. et al., 2013).  
En general, la administración de la inmunoterapia con extractos alergénicos se divide en dos fases: 
la llamada fase de iniciación, en la que se administran dosis crecientes del extracto hasta llegar a 
una dosis máxima, la terapéutica (dosis que produce efecto farmacológico evidente); y la fase de 
mantenimiento, que consiste en la administración pautada de la dosis terapéutica (Fiandor A., 
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Olalde S., 2008). La duración de la inmunoterapia suele ser prolongada (años), aunque depende de 
la evolución del paciente. Las vacunas disponibles en clínica son de dos tipos, en función de la vía 
de administración: vacunas subcutáneas y vacunas sublinguales (Burks A.W. et al., 2013; Kucuksezer 
U.C. et al., 2013). 
Las vacunas subcutáneas (SCIT) se administran mediante inyección en el tercio medio del brazo, 
en la misma línea del codo, con jeringas tipo insulina. Normalmente, la fase de iniciación se 
prolonga de 8 a 14 semanas (con administraciones semanales), siendo la dosis máxima tolerada 
de 2 a 100 µg del alérgeno mayoritario. Durante la fase de mantenimiento, las vacunas se 
administran cada 4-6 semanas durante los 3 o 5 años que dura el tratamiento, si bien, en la 
actualidad estos tiempos se están reduciendo (Calderón M. et al., 2012). Los beneficios clínicos se 
empiezan a observar transcurridos varios meses desde el inicio de la vacunación, reduciéndose los 
síntomas progresivamente (Durham S.R. et al., 1999; Norman P.S., 2004). Sin embargo, aunque el 
porcentaje de eficacia de las SCIT depende de muchos factores, es bastante limitada. Presenta 
ciertos inconvenientes: molestias originadas por la inyección, la incomodidad que ocasiona el tener 
que acudir periódicamente a un centro de salud para recibir el tratamiento o la larga duración del 
mismo. Estos inconvenientes, junto a la posible aparición de efectos adversos (reacciones locales 
inmediatas/tardías o sistémicas) que conllevan la modificación/anulación de la terapia, representan 
un obstáculo para su uso indiscriminado (Bousquet J. et al., 1998; Williams A.P. et al., 2004; Akdis 
C.A., 2006).  
Con el fin de solventar estas desventajas, se desarrollaron las vacunas sublinguales (SLIT) 
(Calderón M.A. et al., 2012; Canonica G.W. et al., 2014) que se basan en el hecho de que el epitelio 
de la región sublingual es muy fino, por lo que la absorción de los fármacos se produce 
rápidamente. Además, un beneficio añadido es que la mucosa oral alberga una red inmunológica 
sofisticada que contiene células dendríticas con predisposición a establecer mecanismos 
tolerogénicos (Novak N. et al., 2011). En esta modalidad, el extracto se administra en forma de 
gotas o comprimidos, se mantiene bajo la lengua unos minutos y, posteriormente, se traga. Por lo 
general, la fase de iniciación se prolonga de 4 a 8 semanas, con administraciones diarias o en días 
alternos, aunque en la actualidad algunos tipos de vacunas empiezan directamente en la fase de 
mantenimiento (Calderón M. et al., 2012). En esta fase de mantenimiento, las repeticiones se 
producen con una frecuencia de entre 1 y 3 días, durante un periodo que oscila entre los 3 meses y 
los 3 años (Lombardi C. et al., 2009).  
Los efectos secundarios de la SLIT son menores que la SCIT e incluyen: prurito bucal o bucolabial, 
sensación de ardor bucolabial, edema, dolores gastrointestinales o diarrea. Las reacciones 
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sistémicas suelen ser poco frecuentes y no conllevan la suspensión del tratamiento, al contrario de 
lo que ocurre con la vacuna subcutánea (Gidaro G.B. et al., 2005; Wilson D.R. et al., 2005), lo que la 
convierte en una terapia muy adecuada incluso para niños (Valovirta E. et al., 2006; Ozdemir C. et 
al., 2007). Sin embargo, la principal desventaja de la SLIT es que se requieren grandes 
concentraciones de antígeno, entre 2-400 veces superiores que las habitualmente utilizadas en la 
forma subcutánea (Ewbank P.A. et al., 2003; Frew A.J. et al., 2006; Moingeon P. et al., 2006), lo que 
podría ocasionar mayor probabilidad de aparición de nuevas sensibilizaciones. 
En los casos de polinosis, la inmunoterapia se puede administrar de forma preestacional (antes de 
la estación polínica), coestacional (durante la estación polínica), precoestacional (antes y durante la 
estación polínica) o de manera continuada (durante todo el año, independientemente de la 
estación polínica). La elección del calendario de vacunación, la duración, la frecuencia del 
tratamiento y las concentraciones del extracto administradas durante la fase de inicio deben 
realizarse en función de la seguridad, del beneficio clínico del paciente y de la relación coste-
beneficio (Calderón M. et al., 2012), siendo dependientes de la vía de administración. 
La valoración de la respuesta a la inmunoterapia se realiza por seguimiento clínico. Las pruebas 
cutáneas o la determinación de IgE sérica específica no sirven para establecer si una vacuna debe 
interrumpirse o no. Existe el consenso de que si no hay mejoría clínica tras dos años de 
inmunoterapia, esta debe finalizar (Fiandor A., Olalde S., 2008). 
1.2.2.1.1 Mecanismos de acción 
A pesar del beneficio observado en muchos de los pacientes que reciben inmunoterapia, los 
mecanismos que explican su eficacia son muy complejos y no se conocen en gran medida. La 
inmunoterapia reduce los síntomas de la respuesta inmediata y de la respuesta tardía, actuando 
sobre los mecanismos celulares y humorales involucrados en la inflamación alérgica (Figura 5), 
provocando presumiblemente: 
1. Desensibilización temprana de mastocitos y esosinófilos. Tras la primera dosis del tratamiento 
específico con alérgenos, la capacidad de degranulación de los mastocitos y basófilos disminuye, 
aun permaneciendo elevados los niveles de IgE. Este hecho puede deberse a la inactivación de los 
FcεRI. Aunque los procesos que provocan esta desensibilización no están claros, parece que entre 
otros factores está involucrado el receptor de histamina 2 (Akdis C.A., Akdis M., 2011; Novak N. et 
al., 2012; Burks A.W. et al., 2013). 
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2. Cambios en el patrón de la respuesta de las células T específicas de alérgeno, generando 
células Treg específicas de alérgeno, que secretan mayores niveles de citocinas reguladoras IL-10 
y TGF-Ǆ, promoviendo la tolerancia frente al alérgeno (Akdis C.A. et al., 1996; Akdis C.A. et al., 
1998; Francis J.N. et al., 2003; Jutel M. et al., 2003; Ling E.M. et al., 2004; Nouri-Aria K.T. et al., 2004; 
Jutel M. et al., 2005; Akdis M., 2006; Radulovic S. et al., 2008; Canonica G.W. et al., 2014). Este 
cambio de la respuesta se ha asociado a una polarización hacia el fenotipo Th1, lo que provoca 
un aumento de secreción de interferón gamma (IFN-ǅ) y una disminución en la producción de 
citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) (Schandane L. et al., 1994; Shim J.Y. et al., 2003). 
3. Modulación de la respuesta de anticuerpos específicos de alérgeno. En relación a los 
anticuerpos IgE séricos específicos de alérgeno, no hay un consenso claro sobre la influencia de 
este hecho en la mejoría clínica de los pacientes alérgicos. Algunos trabajos han demostrado que 
la inmunoterapia induce un aumento inicial de los niveles de IgE (Suarez-Fueyo A. et al., 2014), 
que precede a una disminución gradual a lo largo de meses o años de tratamiento (Van Ree R. et 
al., 1997; Bousquet J. et al., 1986; Gleich G.J. et al., 1982). Sin embargo, otros autores argumentan 
que esta disminución de los niveles de IgE es tardía, leve, y no ocurre de manera generalizada 
(Bahceciler N.N. et al., 2005; Suarez-Fueyo A. et al., 2014). Respecto a la producción de 
anticuerpos antiinflamatorios, múltiples trabajos han demostrado que la AIT provoca un aumento 
de los niveles de IgG4 e IgA específicos asociados a una mejoría clínica (Müller U.R. et al., 1989; 
Flicker S., Valenta R., 2003; Jutel M. et al., 2003; Wachholz P.A., Durham S.R., 2004). En la 
actualidad se postula que los anticuerpos IgG4 bloquean la respuesta inflamatoria mediante la 
captura de los alérgenos, en lugar de hacerlo las moléculas de IgE unidas a las células efectoras, 
impidiendo así, la activación de basófilos y mastocitos. Del mismo modo, competirían con las 
células presentadoras de antígeno por la captación del alérgeno, dificultando su presentación a 
los linfocitos T (Aalberse R.C., Schuurman J., 2002; Moingeon P. et al., 2006; Strait R.T. et al., 2006; 
Van der Neut Kolfschoten M. et al., 2007). 
4. Disminución del reclutamiento y activación de células proinflamatorias (fase tardía). La 
respuesta tolerogénica que se desencadena con la AIT, genera cambios en las mucosas y tejidos 
previamente afectados y se caracteriza por un menor reclutamiento de mastocitos y eosinófilos y 
una menor secreción de mediadores inflamatorios. Estos cambios se producen a largo plazo y se 
acompañan de una mejoría clínica del paciente tratado y una posible negativización del alérgeno 
en las pruebas cutáneas (Creticos P.S. et al., 1985; Rak S. et al., 1988; Van Bever H.P., Stevens W.J., 
1989; Passalacqua G. et al., 1999; Jutel M. et al., 2006; Lue K.H. et al., 2006 Canonica G.W. et al., 
2014).  
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Figura 5. Posibles efectos de la inmunoterapia específica con alérgenos (AIT). La inmunoterapia específica 
con alérgenos (AIT) está asociada a una mejoría de la tolerancia al alérgeno con un descenso de la inflamación 
alérgica. La AIT puede modificar la respuesta celular y humoral, cambiando la relación Th1/Th2 e induciendo la 
activación de células reguladoras, con la consiguiente secreción de las citocinas IL-10 y TGF-Ǆ que contribuyen 
a la función reguladora. También puede provocar el aumento de anticuerpos no inflamatorios IgA, IgG1 e IgG4 
y reducir el número de mastocitos, eosinófilos y neutrófilos. Figura adaptada de Larché M. et al., 2006. 
1.2.2.1.2 Eficacia  
En relación a la eficacia de la inmunoterapia específica con extractos de alérgenos, se han realizado 
múltiples estudios de metaanálisis para valorarla (Abramson M.J. et al., 1995; Abramson M.J. et al., 
2003; Calderón M.A. et al., 2007; Canonica G.W. et al., 2014). Actualmente, el porcentaje de eficacia 
es muy variable, ya que depende de la sensibilización propia del paciente, de la gravedad de las 
manifestaciones clínicas y del tratamiento en sí mismo (la dificultad de estandarizar extractos 
alergénicos provoca gran variabilidad en su potencial terapéutico). Además, algunos autores 
indican que la eficacia de la AIT podría estar sobrestimada ante la falta de publicaciones científicas 
con resultados no óptimos (baja eficacia) (Abramson M.J. et al., 1995; Incorvaia C., Frati F., 2011). 
Por otro lado, debido a la compleja composición de los extractos, estos pueden contener 
componentes no definidos que provocan nuevas sensibilizaciones y sintomatología alérgica 
(reacciones locales o incluso choque anafiláctico) (Pomés A., Villalba M., 1995; Bernstein D.I. et al., 
2004; Akdis M., Akdis C.A., 2009; Scranton S.E. et al., 2009). Por todo ello, se están investigando 
nuevas estrategias que mejoren este tipo de tratamiento. 
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1.2.2.2 Nuevas aproximaciones  
Con el fin de minimizar las reacciones adversas y aumentar la eficacia de la inmunoterapia, en la 
actualidad se buscan nuevas aproximaciones en este ámbito, como son la inmunoterapia 
complementaria con anticuerpos monoclonales anti-IgE (Omalizumab), inmunoterapia basada en 
secuencias de DNA, con alérgenos recombinantes, con hipoalérgenos o la inmunoterapia con 
péptidos, entre otras (Marth K. et al., 2014; Akdis M., 2014). Además, se estudian nuevas vías de 
administración como la vía oral (OIT), específicamente estudiada para alérgenos existentes en los 
alimentos (Syed A., et al., 2013), la intranasal, bronquial, intralinfática o epicutánea (Akdis C.A., 2012; 
Senti G. et al., 2008; Agostinis F. et al., 2010; Senti G. et al., 2012, Wang C., Zhang L., 2014). La Figura 
6 resume algunas de las nuevas aproximaciones de la inmunoterapia. 
 
Figura 6. Futuro de la inmunoterapia en la alergia. A) Nuevas estrategias. B) Vías de administración. Figura 
modificada de Burks A.W. et al., 2013. 
Algunas de las nuevas terapias se detallan a continuación:  
1.2.2.2.1 Inmunoterapia con extractos y Omalizumab 
 
Omalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado (IgG1κ) derivado de DNA recombinante 
que se une selectivamente a los anticuerpos IgE, formando complejos. Así, reduce la cantidad de 
IgE disponible para unirse a sus receptores fisiológicos (FcεRI), cuya unión es la responsable de que 
se desencadene la reacción alérgica (Cavkaytar O. et al., 2014). 
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Omalizumab representa una nueva y buena alternativa para pacientes con asma alérgica grave no 
controlada con el tratamiento estándar.  
Asimismo, es potencialmente útil en individuos polisensibilizados. Se ha demostrado que, en estos 
pacientes, la combinación de Omalizumab y la inmunoterapia subcutánea aumenta la seguridad y 
la tolerancia durante las fases de iniciación y de mantenimiento del tratamiento, así como la calidad 
de vida de los pacientes. Se estima que la combinación de los tratamientos reduce los síntomas en 
un 48% más con respecto a los pacientes que reciben solo inmunoterapia subcutánea. El 
tratamiento se administra únicamente a través de la farmacia hospitalaria, lo que requiere la 
aprobación por parte de la Dirección Médica del hospital donde se trata al paciente. Otro de los 
principales inconvenientes de este fármaco es su elevado coste (Kuehr J. et al., 2002; Casale T.B. et 
al., 2006; Massanari M. et al., 2010; Wang C. et al., 2014). 
1.2.2.2.2 Inmunoterapia basada en el DNA 
Estas vacunas están basadas en la capacidad inmunoestimuladora de secuencias de 
oligodeoxinucleótidos procedentes de bacterias, con mayor proporción de dinucleótidos de 
citosina-fosfato-guanina (CpG) y un menor porcentaje de metilación que las células eucariontes 
(Bird A.P., 1980). Son, por lo general, hexámeros palindrómicos con la siguiente estructura: 5´purina, 
purina, C, G, pirimidina, pirimidina 3´, como por ejemplo, 5´GACGTC 3´, 5´AGCGCT 3´ o 5´AACGTT3´ 
(Yamamoto S. et al., 2000). Se conocen como ISS (oligodeoxinucleótidos inmunoestimuladores) y 
actúan tanto sobre la inmunidad innata como sobre la adquirida (Burks A.W. et al., 2013).  
Los ISS funcionan como ligandos de los receptores del reconocimiento de patrones (PRR) del  S.I. 
innato. Los residuos CpG actúan sobre las APC, principalmente sobre las células dendríticas, pero 
también sobre macrófagos y monocitos e, inducen en estas, la expresión de moléculas MHC de 
clase II, la molécula B7 (señal coestimuladora) y la síntesis de IL-12, IFN-α y TNF-α. Estas tres 
citocinas actúan sobre las células NK induciendo la expresión de IFN-ǅ. Además, los residuos CpG 
actúan directamente sobre las células NK induciendo igualmente la síntesis de IFN-ǅ (citocina de 
perfil Th1). 
En los linfocitos B, los residuos CpG determinan la síntesis de IL-6 e IL-10 e inducen un estado de 
proliferación y resistencia a la apoptosis que contribuye a la generación de una respuesta inmune 
mantenida. Además, al aumentar la expresión de moléculas MHC de Clase II y de moléculas B7, 
aumenta su función como APC. 
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Sobre los linfocitos T, los ISS actúan de un modo indirecto, ya que su efecto sobre las APC, induce 
la secreción de citocinas de perfil Th1. Los linfocitos Th1, a su vez, sintetizan IFN-ǅ, al igual que lo 
hacen las células NK por el efecto de los ISS, redundando aún más en la potencia del 
microambiente Th1 (Raz E. et al., 1996; Hsu C.H. et al., 1996; Jurado M.J. 2001; Kobayashi H. et al., 
1999). Este efecto Th1, provocado por ISS, puede utilizarse para reconducir una respuesta Th2, 
característica de la repuesta alérgica y, por tanto, utilizarse en la terapia de esta enfermedad 
(Horner A.A. et al., 2002). De hecho, ya se han desarrollado varios estudios utilizando los ISS como 
alternativa terapéutica para combatir la enfermedad asmática (Broide D. et al., 1998), de la rinitis 
alérgica (Magone M.T. et al., 2000) y en fenómenos de anafilaxia (Horner A.A. et al., 2000).  
Para incrementar su potencial terapéutico, los ISS se pueden combinar con el propio alérgeno 
(nativo o recombinante) en forma de conjugado, lo que favorece la protección frente a posteriores 
exposiciones al alérgeno, como avalan múltiples estudios (Horner A.A. et al., 2002; Creticos P.S. et 
al., 2006). La administración intraperitoneal en ratones del alérgeno principal del abedul (Bet v 1) 
combinado con estas secuencias, indujo una respuesta Th1 caracterizada por altos niveles de IgG2, 
leve inflamación de las vías respiratorias, altos niveles de IFN-ǅ y bajos de IL-5 (Jahn-Schmid B. et 
al., 1999). Algo similar se demostró cuando se administraron con el alérgeno Amb a 1 en ratones y 
pacientes alérgicos a ambrosía (Tighe H. et al., 2000; Marshall J.D. et al., 2001). En cuanto a la vía de 
administración de las ISS, se ha comprobado que la vía intranasal es más efectiva que la 
intradérmica (Takabayashi K. et al., 2003).  
1.2.2.2.3 Inmunoterapia con alérgenos recombinantes 
Esta terapia se centra en la identificación de las moléculas que están más comprometidas en la 
respuesta alérgica, a partir de un diagnóstico más específico, permitiendo establecer una 
inmunoterapia basada en componentes, en la cual se administraría a cada paciente sólo los 
alérgenos (obtenidos mediante clonación) frente a los que está sensibilizado, evitando así el 
desarrollo de nuevas sensibilizaciones como sucede con el tratamiento del extracto completo. 
Esta técnica ofrece múltiples ventajas, ya que los alérgenos recombinantes tienen características 
fisicoquímicas y propiedades inmunológicas bien definidas que pueden modificarse para mejorar la 
eficacia, ajustándose al perfil de sensibilización de cada paciente y permiten la vigilancia y la 
investigación de sus mecanismos de acción (Cantillo J.F., Puerta L., 2010; Sastre J. et al., 2012; Sastre 
J. 2013; Marth K. et al., 2014). Así, en un estudio del año 2008 se administró el alérgeno 
recombinante de polen de abedul Bet v 1 (rBet v 1) a una cohorte de pacientes alérgicos, en la que 
se observaron niveles de desensibilización similares a los obtenidos con el tratamiento con el 
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extracto antigénico completo, pero sin presentar los efectos secundarios asociados a la 
inmunoterapia convencional (Pauli G. et al., 2008). No obstante, con el uso de moléculas 
recombinantes sin ningún tipo de modificación genética, existe el riesgo de que, durante el 
tratamiento, se presenten reacciones adversas mediadas por epítopos IgE. Por esta razón, en la 
actualidad se están realizando nuevos estudios para la obtención de proteínas hipoalergénicas 
(Cantillo J.F., Puerta L., 2010).  
1.2.2.2.4  Inmunoterapia con hipoalérgenos 
El uso en inmunoterapia de derivados hipoalergénicos o hipoalérgenos está adquiriendo un gran 
protagonismo durante los últimos años. Es un tipo de vacunación en el que se utilizan alérgenos 
modificados que presentan una actividad alergénica (capacidad de la molécula de unir anticuerpos 
IgE) disminuida o nula, pero conservan su capacidad de estimular a las células T específicas 
(propiedad necesaria para permitir la modulación de la respuesta inmune). Con este tipo de 
vacunas, se pretende estimular a los linfocitos T para generar una respuesta protectora sin que los 
alérgenos sean reconocidos por los anticuerpos IgE, evitando la degranulación de mastocitos y 
basófilos (Akdis M., Akdis C.A., 2009).  
Se conocen dos vías para generar hipoalérgenos. La primera consiste en generar proteínas con 
estructura terciaria parecida a la natural, pero que no reaccionen con las moléculas de IgE, las 
cuales se pueden obtener mediante mutagénesis dirigida o clonando isoformas hipoalergénicas 
existentes en la naturaleza (hipoalérgenos recombinantes). La segunda consiste en la modificación 
del plegamiento propio de la estructura del alérgeno, lo que destruye los epítopos B, pudiéndose 
obtener mediante la construcción de proteínas híbridas, alérgenos con estructura primaria invertida 
y polímeros de alérgenos (Cantillo J.F., Puerta L., 2010). 
El uso de hipoalérgenos en inmunoterapia es una estrategia desarrollada, entre otras, en la alergia 
al grupo 2 de alérgenos de ácaros. Así, se han producido mutantes de Der p 2, Der f 2 y Lep d 2 
carentes de algunos de los puentes disulfuro debido a la mutación de cisteínas específicas (Pomés 
A., Villalba M., 1995).   
Este tipo de terapia presenta algunos inconvenientes vinculados sobre todo a la complejidad de las 
técnicas utilizadas para obtener los alérgenos modificados (fragmentación, deleción o mutación).  
1.2.2.2.5 Inmunoterapia basada en péptidos 
El diseño de vacunas con péptidos derivados de alérgenos es una estrategia basada en el 
conocimiento de la estructura primaria de los alérgenos (Larché M., 2001; Moldaver D., Larché M., 
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2011). Los péptidos diseñados están constituidos por secuencias cortas de aminoácidos que 
derivan de epítopos B pero que, debido a su pequeño tamaño, tienen poca capacidad para unirse a 
los anticuerpos IgE o bien contienen epitopos T (Larché M., Wraith D.C., 2005; Larché M., 2007). La 
administración de dosis crecientes de estos péptidos puede inducir anergia o una respuesta 
reducida en las células T específicas (Larché M., 2014; Marth K. et al., 2014). 
Este mecanismo de inmunoterapia se ha estudiado para distintos tipos de alergia, en concreto, una 
de las más estudiadas, ha sido la alergia al pelo de gato. Ya en los años 90 se describió que dos 
péptidos de 27 aminoácidos derivados de Fel d 1 (alérgeno principal) provocaban el aumento de la 
tolerancia del S.I. (O’Hehir R.E. et al., 1991; Briner T.J. et al., 1993; De Vries J.E., Lamb J.R., 1994; 
Norman P.S. et al., 1996; Oldfield W.L. et al., 2001; Oldfield W.L. et al., 2002, Haselden B.M., et al., 
2001a). El estudio de este tratamiento se ha ido perfeccionando hasta la creación de cat-SPIRE 
(Synthetic Peptide Immuno-Regulatory Epitopes) (Creticos P.S., 2014), consistente en 7 péptidos de 
entre 13 y 17 aminoácidos, que promueve una mejora de la regulación del S.I., lo cual se asocia a 
una mejoría clínica. Este mecanismo terapéutico a base de péptidos ha sido estudiado en otras 
alergias como, por ejemplo, en la polinosis al abedul (Betula verrucosa) y en las alergias a ácaros 
(Dermatophagoides pteronyssinus) y veneno de abeja (Apis mellifera) utilizando péptidos derivados 
de Bet v 1, Der p 2 y Api m 1, respectivamente (Müller U. et al., 1998; Texier C. et al., 2000; Hoyne 
G.F. et al., 1993; Bauer L. et al., 1997).   
Una de las desventajas de este tipo de vacunas es la poca capacidad inmunogénica de los péptidos. 
Una técnica para mejorarla consiste en unir los péptidos a la superficie de partículas parecidas a 
virus (VLP), que son estructuras bastante inmunogénicas, por lo que ofrecen una buena plataforma 
para favorecer y estimular la respuesta inmunitaria frente a diferentes antígenos (Grgacic E.V., 
Anderson D.A., 2006). De este modo, se demostró que la aplicación intramuscular y subcutánea en 
pacientes alérgicos de VLP que contenían epítopos T derivados de Der p 1, inducía una rápida 
producción de anticuerpos IgG1 e IgG3 pero no IgE; este efecto protector no se observó cuando se 
aplicaron los péptidos solos (Kündig T.M. et al., 2006).  
La inmunoterapia basada en péptidos es una de las aproximaciones más estudiadas en la 
actualidad por ofrecer múltiples ventajas, como son la facilidad de purificación y estandarización de 
los péptidos, la reproducibilidad, el bajo coste y la capacidad de administrar grandes dosis sin 
efectos secundarios adversos (Moldaver D., Larché M., 2011). Sin embargo, aún quedan muchas 
dudas en su manejo que están siendo ampliamente analizadas, tales como la duración del efecto, la 
dosis eficaz y la periodicidad del tratamiento, así como qué péptidos utilizar en cada sujeto. Al ser 
una técnica tan selectiva de epítopo y de antígeno, haría falta sintetizar un gran número de 
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péptidos diferentes. Además, como el reconocimiento de los mismos es individual y específico 
habría que determinar qué péptido sería el óptimo, para lo que no valdrían las pruebas cutáneas 
debido a su pequeño tamaño (Cantillo J.F., Puerta L., 2010).  
2 ALERGIA AL POLEN DE OLIVO 
2.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE Olea europaea  
El olivo (Olea europaea) es un árbol longevo, cultivado por el hombre durante más de 5.000 años 
para la explotación de su fruto, aceite y madera (Rallo L. et al., 2005). Pertenece a la familia botánica 
Oleaceae que agrupa 29 géneros de los cuales, solo cinco tienen interés económico, hortícola o 
forestal: Olea (olivo), Ligustrum (aligustre), Jazminum (jazmín), Syringa (lilo) y Fraxinus (fresno) 
(Florido F.J., Quiralte J., 2000). 
Probablemente procede de Asia Menor, desde donde se extendió por toda el área mediterránea. En 
el siglo XVI, se introdujo en el continente americano y en el siglo XVII, en áreas de climatología 
similar, como Australia y el Sur de África (Manousis T., Moore N.F., 1988). En España, el cultivo se 
concentra mayoritariamente en Andalucía, con casi un 60% de la superficie total cultivada. En 
concreto, Jaén representa un 25% de la producción nacional. Existen diversas especies de olivo, 
habiéndose catalogado en España más de 165 variedades, incluida la forma silvestre Olea oleaster 
(Barranco D. et al., 1984).  
El polen de olivo es tricolporado, isopolar, con simetría radial, en visión ecuatorial y elíptico en 
visión polar circular. La superficie es reticulada con lúmenes irregulares. Su tamaño es de 22-25 µm 
por 20-25 µm lo que le permite permanecer durante semanas en el aire (D´Amato G., Liccardi G., 
1994; Subiza F.J. et al., 2007).  
La polinización del olivo es anemófila (Morettini A., Pulsell A., 1953). El periodo de polinización 
oscila según la altitud y condiciones climáticas, aunque suele ser de abril a junio (Wheeler A.W., 
1992). La cantidad de polen varía según los factores climáticos anuales, estimándose en el área 
mediterránea, una concentración media de 100-200 granos/m3 (D´Amato G. Liccardi G., 1994), 
pudiendo alcanzar los 4.500 granos/m3 de forma continuada, durante los periodos de producción 
elevada de polen en zonas con grandes extensiones cultivadas, como Jaén en España o Abulia en 
Italia. (Macchia L. et al., 1991). No obstante, en días puntuales y en zonas de cultivo intensivo, se 
pueden alcanzar picos de 10.000-14.000 granos/m3 (fuente: SEAIC, http://www.seaic.org/). 
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2.2 CARACTERÍSTICAS DE LA POLINOSIS AL OLIVO  
El polen de olivo es una de las causas más importantes de alergia respiratoria en el área 
mediterránea (Bousquet J. et al., 1985; Wheeler A.W., 1992; Skitarelić N., Skitarelić N., 2009; Esteve C. 
et al., 2012). En concreto, en España, es la segunda causa de alergia respiratoria tras la polinosis a 
gramíneas (aproximadamente el 60% de todos los pacientes polínicos están sensibilizados al polen 
de olivo) y en determinadas zonas de Andalucía, como Córdoba o Jaén, la primera (el 84% de los 
sujetos polínicos están sensibilizados a este polen), con una mayor prevalencia en adultos que en 
niños (Liccardi G. et al., 1996). 
En 1999, J.F. Florido y colaboradores establecieron que el umbral de polen requerido para mostrar 
síntomas alérgicos es de 400 granos/m3, muy superior a los 50 granos/m3 descritos para manifestar 
síntomas en la polinosis a gramíneas (Davies R.R. et al., 1973; Florido J.F. et al., 1999). Sin embargo, 
estudios más recientes establecen este umbral en los 162 granos/m3 (Brito F.F. et al., 2011). 
Esta polinosis se caracteriza por una sintomatología estacional, de abril a junio, aunque existen 
pacientes que manifiestan síntomas durante todo el año. (Liccardi G. et al., 1996; Blanco C. et al., 
1992; Carreira J., Polo F., 1995). La manifestación clínica más frecuente es la rinitis alérgica, 
caracterizada por una inflamación de la mucosa nasal que provoca picor, estornudos, mucosidad 
(generalmente acuosa) y congestión que, en la mayoría de los casos, viene acompañada de 
conjuntivitis (rinoconjuntivitis alérgica) (Liccardi G. et al., 1996). La gravedad de los síntomas es 
enormemente variable en función del área geográfica y la extensión de olivos cultivada (Bousquet J. 
et al., 1984; Gioulekas D. et al., 1991) provocando, en regiones con elevados niveles de polen 
atmosférico, epidemias de exacerbaciones asmáticas, como en Jaén, donde las concentraciones de 
polen atmosférico varían entre 500 y 1.000 granos/m3, con picos de más de 6.000 granos/m3 a 
mediados de mayo (Florido J.F. et al., 1999). Sin embargo, el grado de exposición ambiental no 
parece ser el único factor que influye en el fenotipo alérgico. Los factores genéticos (predisposición 
genética) parecen ser también determinantes. Se ha demostrado la asociación entre distintos 
antígenos HLA de clase II y la respuesta IgE específica frente a diferentes alérgenos del polen de 
olivo, como DR7 y DQ2 con el alérgeno mayoritario de polen de olivo (Ole e 1) y DR2 con Ole e 10, 
alérgeno mayoritario sólo en áreas con alta carga polínica, asociado a mayor riesgo y gravedad de 
asma bronquial (Cárdaba B. et al., 1993; Quiralte J. et al., 2005). Además, se ha publicado cómo 
determinados polimorfismos genéticos están implicados en diferentes fenotipos clínicos, como por 
ejemplo, los polimorfismos de IL-13, C-1112T (factor de protección) o el R130Q (factor de riesgo). 
Así como, aunque variantes polimórficas individuales no parecen influir en un fenotipo, su 
interacción génica sí puede favorecer ciertos fenotipos clínicos, como se demostró en la asociación 
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entre los polimorfismos (150V/Q551R) del IL4RA y el mayor riesgo de padecer asma bronquial 
(Cárdaba B. et al., 2007; LLanes E. et al., 2009). La mayor o menor expresión de determinados genes 
también parece influir en esta respuesta alérgica. Estudios recientes han demostrado que el perfil 
de expresión de 35 genes en PBMC era capaz de discriminar cuatro condiciones clínicas asociadas a 
la respuesta frente al polen de olivo respecto a sujetos sanos (Aguerri M. et al., 2013). 
2.3 ALÉRGENOS  
El patrón de componentes alergénicos (alergograma) del polen de olivo es heterogéneo y muy 
complejo, ya que contiene un elevado número de proteínas reconocidas por los anticuerpos IgE de 
los pacientes alérgicos. (Vela C. et al., 1982; Blanca M. et al., 1983; Lahoz C. et al., 1985; Lauzurica P. 
et al., 1988). Hasta la fecha, se ha demostrado la presencia de, al menos, 20 proteínas con actividad 
alergénica, de las cuales 12 han sido caracterizadas, de Ole e 1 a Ole e 12, según la nomenclatura 
de la IUIS (Internacional Union of Immunology Societies) (Rodríguez R. et al., 2007; Villalba M., et al., 
2014). La Tabla 2 resume las características más importantes de estos alérgenos.  
De todos los alérgenos descritos, Ole e 1 es el más relevante y el agente de sensibilización más 
frecuente (alérgeno principal) (Lauzurica P. et al., 1988; Wheeler A.W. et al., 1990). No obstante, se 
ha evidenciado que la relevancia clínica de otros alérgenos parece ser dependiente de la carga 
antigénica ambiental y, por tanto, del área geográfica en la que vive la población sensibilizada 
(Rodríguez R. et al., 2001; Rodríguez R. et al., 2002; Barber D. et al., 2007; Quiralte J. 2007). Así, los 
alérgenos Ole e 6, Ole e 7, Ole e 9 y Ole e 10 pueden actuar como principales o secundarios, 
dependiendo de la región geográfica estudiada (Rodríguez R. et al., 2002; Rodríguez R. et al., 2007; 
Quiralte J. et al., 2005). 
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Tabla 2. Alérgenos del polen de olivo. Principales características e implicación clínica. 
Alérgeno Características generales Implicación clínica 
Ole e 1 
Glicoproteína ácida Alérgeno más prevalente del polen de olivo 
PM: 20 kDa (glicosilada); 18,5 kDa (no 
glicosilada)m 
(>80% de los pacientes sensibilizados al polen de olivo) 
5-20% del total de proteínas del polen de olivo Alérgeno principal 
Función desconocida 
Marcador de sensibilización primaria a polen de 
Oleáceas Presenta homología con alérgenos de otras 
especies de la familia Oleaceae 
Ole e 2 
Familia de las profilinas Marcador de reactividad cruzada entre pólenes 
PM: 14-16 kDas Prevalencia: 24-27% 
Presenta homología con proteínas de diferentes 
especies de pólenes 
Puede asociar SAO (Síndrome Alergia Oral polen-frutas) 
con frutas y con vegetales 
Ole e 3  
Familia de las polcalcinas 
Prevalencia: 20-50% 
 
Marcador de reactividad cruzada entre pólenes 
PM: 9,2 kDam 
Presenta homología con proteínas de diferentes 
especies de pólenes 
Ole e 4 
PM: 15-18 kDas 
Desconocida No homóloga a otras proteínas 
Función desconocida 
Ole e 5 
PM: 16 kDas 
Prevalencia variable: hasta 35% 
 
Posible reactividad cruzada con la aceituna 
Presenta homología con la enzima superóxido 
dismutasa de otras especies de plantas  
Presente en la pulpa del fruto y hojas 
Ole e 6 
PM: 5,8 kDam 
Prevalencia variable: hasta 50% 
Sin homología con otras proteínas 
Ole e 7 
PM: 10 kDam 
Prevalencia variable (20-60%). Alérgeno mayor en zonas 
de alta exposición 
Homóloga a las proteínas que transfieren lípidos 
de otras plantas 
Marcador de gravedad: mayor riesgo de presentar 
anafilaxia por alimentos  
Escasa reactividad cruzada 
vegetales y reacciones adversas con inmunoterapia de 
polen de olivo 
Ole e 8 
Familia de las polcalcinas 
Reactividad cruzada con proteínas de otros pólenes de 
la familia 
 
Oleaceae y Juniperus c. 
PM: 18,8 kDam 
Proteínas homólogas en pólenes de la familia 
Oleaceae y Juniperus communis 
Ole e 9 
1,3-Ǆ-glucanasa glicosilada (PR-2) Prevalencia muy variable (20-60%) 
 
Alérgeno principal en zonas de alta exposición 
 
Reactividad cruzada con proteínas de alimentos 
vegetales y del látex 
PM: 46,4 kDam 
Región C-terminal homóloga con Ole e 10 
Región N-terminal homóloga con proteínas de 
alimentos y látex 
Ole e 10 
Proteína captadora de carbohidratos 
PM: 10,8 kDam 
Epítopos comunes con proteínas de pólenes de 
las familias Oleaceae, Gramineae, 
Chenopodiaceae, Cupressaceae, Ambrosia y 
Parietaria, látex y alimentos vegetales 
Prevalencia: 55-79% 
Alérgeno principal en zonas de alta exposición 
Asociado a mayor riesgo de asma grave 
Reactividad cruzada con otros pólenes, látex y alimentos 
vegetales 
Ole e 11 
Pectina metilesterasa 
Prevalencia: hasta 55,9-75,6% 
PM: 39,6 kDam 
Ole e 12 
Isoflavona reductasas 
PM: 33,9 kDam 
Desconocida 
Los pesos moleculares están determinados por espectofotometría de masas (m) o SDS-PAGE (s). Tabla 
adaptada de Orovitg A., 2013 y Villalba. M. et al., 2014. 
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2.3.1 Ole e 1 
Ole e 1 fue el primer alérgeno del polen de olivo descrito (Blanca M. et al., 1983), aunque no se le 
otorgó ese nombre hasta 1988 (Lauzurica P. et al., 1988). Es la proteína más abundante en el 
extracto alergénico, representando hasta el 20% del contenido proteico total (Rodríguez R. et al., 
2002). Como ya se ha mencionado anteriormente, se le considera el alérgeno principal del polen de 
olivo, ya que más del 70% de los pacientes presentan hipersensibilidad a este alérgeno (Lauzurica 
P. et al., 1988; Wheeler A.W. et al., 1990). 
La proteína está formada por 145 aminoácidos (unos 18,5 kDa) y presenta muchas variantes 
polimórficas. Su secuencia contiene 6 restos de cisteína que originan tres puentes disulfuro (Villalba 
M. et al., 1993), como se indica en la Figura 7, pudiendo estar heterogéneamente glicosilada en la 
asparagina (Asn) de la posición 111, lo que origina distintas glicoformas complejas ricas en manosa. 
Por ello, el peso molecular de la proteína puede variar hasta los 20 kDa (Obispo T.M. et al., 1993; 
Villalba M. et al., 1993). Este oligosacárido constituye un importante determinante antigénico, 
siendo capaz de producir liberación de histamina en los basófilos de pacientes alérgicos al polen de 
olivo (Batanero E. et al., 1994a; Villalba M. et al., 2014). 
 
Figura 7. Secuencia de Ole e 1. Secuencia de 145 aminoácidos (Villalba M. et al., 1993). Se indican en amarillo 
las cisteínas que originan los tres puentes disulfuro en el plegamiento tridimensional de la proteína y la 
posición de la asparagina (aminoácido 111) susceptible de ser glicosilada. Figura adaptada de Villalba M. et al., 
2014. 
Ole e 1 se expresa en tejido polínico, aunque no en otros como hojas o fruto. Hasta la fecha no se 
conoce su función biológica, si bien, por su homología con la proteína LAT52, podría estar 
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implicado en los procesos de hidratación y germinación del polen y crecimiento del tubo polínico 
(de Dios Alché J. et al., 1999; Tang W. et al., 2002; de Dios Alché J. et al., 2004).  
La importancia del alérgeno Ole e 1 reside también en la elevada similitud (mayor del 80%) que 
presenta con otros alérgenos de la familia de las oleáceas: Fra e 1 (Fraxinum), Lig v 1 (Ligustrum), 
Syr v 1 (Syringa) (Rodríguez R. et al., 2007; Martín-Orozco E. et al., 1994; Obispo T.M. et al., 1993; 
Batanero E. et al., 1994B; Batanero E. et al., 1996; Barderas R. et al., 2005; Barderas R. et al., 2006). 
Esta homología explica la reactividad cruzada que experimentan los pacientes alérgicos a las 
oleáceas. Por ello, se le considera como el principal alérgeno de la familia Oleaceae y se ha descrito 
como marcador diagnóstico de la sensibilización al polen de esta familia, así como de otros 
alérgenos Ole e 1-like como Che a 1 de Chenopodium álbum, Lol p 11 de Lolium perenne, Pla l 1 de 
Plantago lanceolata y Phl p 11 de Phleum pratense (Palomares O. et al., 2006). 
Como la generación de una respuesta tolerogénica o alérgica depende del reconocimiento de 
epítopos antigénicos por parte de las inmunoglobulinas y de los receptores de células T, se han 
realizado múltiples estudios para definir epítopos B y epítopos T que ayuden a entender la 
respuesta alérgica, y permitan diseñar nuevas estrategias terapéuticas, siendo este uno de los 
objetivos de la presente Tesis Doctoral. 
2.3.1.1 Epítopos B 
Los primeros estudios se desarrollaron en los años 90, a partir de ensayos de competición con 
anticuerpos monoclonales frente al alérgeno Ole e 1 (Lombardero M. et al., 1992; Martín-Orozco E. 
et al., 1994). Mediante este tipo de análisis se demostró que Ole e 1 presenta, al menos, cuatro 
determinantes epitópicos B en su molécula (Martín-Orozco E. et al., 1994). Posteriormente, los 
estudios de González E.M. et al. (2002) empleando isoformas recombinantes de Ole e 1, 
anticuerpos monoclonales y sueros de pacientes pusieron de manifiesto el carácter conformacional 
de los epítopos B de Ole e 1. Años después, el uso de péptidos sintéticos solapantes sobre soportes 
sólidos y fragmentos recombinantes permitió localizar las regiones de unión a IgG e IgE (González 
E.M. et al., 2006). Empleando un suero policlonal específico de Ole e 1 se identificaron 7 epítopos 
IgG, en las posiciones: 7-12, 29-34, 55-60, 65-70, 107-112, 119-124 y 134-142. Además, el análisis 
de los epítopos IgE, empleando sueros de pacientes alérgicos al polen de olivo, permitió identificar 
5 regiones localizadas en las posiciones 1-18, 23-40, 43-76, 101-123 y 131-145 de la secuencia de 
aminoácidos (González E.M. et al., 2006). Los datos obtenidos señalaron al extremo C-terminal, que 
abarca la secuencia comprendida entre los residuos 131 y 145, como un epítopo B 
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inmunodominante, resultados ratificados por el grupo de Valenta en un estudio publicado en 2011 
(Twaroch T.E. et al., 2011).  
2.3.1.2 Epítopos T 
En el año 1998 (Cárdaba B. et al., 1998), se realizó un estudio del mapeo epitópico T de la molécula 
Ole e 1, en el que se analizó el reconocimiento de péptidos sintéticos derivados de Ole e 1 por 
parte de linfocitos T de sujetos sanos y alérgicos al polen de olivo, mediante estudios de 
proliferación en células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En total, se estudió el 
comportamiento de 15 dodecapéptidos solapantes, que cubrían toda la secuencia de Ole e 1, 
comprobándose que los péptidos derivados de la parte carboxiloterminal de la molécula de Ole e 
1, péptidos 10 (aa91-102), 12 (109-120) y 13 (119-130) eran reconocidos en su mayoría por los 
sujetos alérgicos. Por ello, fueron calificados como péptidos inmmunodominantes. Además, se 
demostró que estos péptidos no inducían ninguna respuesta de anticuerpos. Por otra parte, los 
péptidos 2 (aa11-22) y 3 (22-33) fueron en su mayoría reconocidos por los sujetos controles (no 
sensibilizados a Ole e 1). 
Posteriormente, en un estudio piloto de nuestro laboratorio, se analizó la producción de IL-10 
(citocina reguladora) en PBMC de pacientes alérgicos e individuos sanos al ser estimuladas con los 
péptidos 2 y 3, por un lado, y por otro, con los péptidos 10, 12 y 13. Se comprobó que la 
estimulación con los péptidos 2 y 3 inducía una mayor secreción de IL-10 en los individuos sanos 
que en los alérgicos al polen de olivo, sugiriendo la posibilidad de usar estos péptidos como 
alternativa terapéutica (Cárdaba B. et al., 2007).  
Todos estos hallazgos, en su conjunto, permitieron calificar a los péptidos 2 y 3 como posibles 
epítopos inmunomoduladores de la respuesta alérgica. 
2.4 MECANISMOS INMUNOLÓGICOS IMPLICADOS  
Como ya se ha descrito anteriormente, los mecanismos moleculares reguladores de la respuesta 
tolerogénica o alérgica frente a un antígeno determinado son complejos. En el caso concreto de la 
alergia al polen de olivo, se han publicado varios trabajos que intentan comprender qué 
mecanismos inmunológicos están involucrados. 
En 2012, Ayhan Sogut et al., demostraron en muestras de la mucosa nasal (tanto en biopsias como 
en lavados nasales) que la expresión de FOXP3 (gen implicado en la regulación del S.I.) era menor 
en pacientes alérgicos a este polen que en individuos sanos, como también lo era la expresión de 
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T-bet (marcador del fenotipo Th1). La expresión de GATA-3 (gen marcador de la respuesta Th2) fue 
similiar en ambos grupos. No obstante, los ratios T-bet/GATA3 y FOXP3/GATA-3 estaban 
significativamente disminuidos en los sujetos alérgicos respecto a los controles. En este estudio, se 
analizaron también los niveles de expresión de citocinas reguladoras (IL-10, TGF-Ǆ) no encontrando 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos, al igual que sucedió con la 
expresión de IL-4. En cuanto a los niveles de IFN-ǅ, los pacientes alérgicos mostraron menores 
niveles que los controles (Sogut A. et al., 2012).  
Ese mismo año, en un estudio de nuestro grupo (Aguerri M. et al., 2012), se analizó el perfil de 
citocinas en suero, la expresión de FOXP3 y el porcentaje de células Treg en PBMC extraídas 
durante y fuera del periodo de polinización, en sujetos sanos y alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento. En este trabajo, se describió cómo, aunque no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en los niveles de citocinas de perfil Th1 ni Th2 en el suero de ambos 
grupos, durante el periodo de polinización, los niveles de expresión de FOXP3 eran 
estadísticamente inferiores en los pacientes alérgicos comparados con los sujetos sanos. Además, 
junto a estos resultados, se observó una menor presencia de células Treg y una menor secreción de 
TGF-Ǆ en suero. Fuera del periodo de polinización, estos parámetros se recuperaban.  
Ambos estudios coincidían en la idea de que los mecanismos reguladores del S.I. (células Treg y 
secreción de mediadores) que promueven la tolerancia podrían verse alterados en la respuesta 
alérgica al polen de olivo. 
2.5 TRATAMIENTO ETIOLÓGICO  
En la actualidad, el tratamiento de los pacientes alérgicos al polen de olivo se basa en la 
inmunoterapia específica con extractos completos de polen de olivo, en los que el alérgeno Ole e 1, 
se encuentra en mayor concentración. La principal vía de administración es la vía subcutánea, 
aunque en la actualidad también se utiliza la vía sublingual (Leonardi S. et al., 2010, Milani M. et al., 
2011). 
Múltiples estudios han evidenciado la eficacia de estos tratamientos, descubriéndose algunos 
mecanismos inmunológicos implicados en la mejoría clínica de los pacientes. A continuación se 
detallan algunos ejemplos: 
En un ensayo clínico piloto doble ciego comparado con placebo, se observó que la inmunoterapia 
con un extracto de Olea europaea, tras un año de tratamiento, producía una mejoría clínica de los 
pacientes debido a la disminución de síntomas nasales y bronquiales. Todo ello se asociaba a una 
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disminución de los niveles de anticuerpos IgE específicos y a un aumento de anticuerpos IgG4 
(González P. et al., 2002). 
En un ensayo clínico reciente, en el que pacientes alérgicos al polen de olivo se dividieron en dos 
grupos, uno con tratamiento específico (AIT administrada de forma subcutánea) (n=19) y otro sin él 
(n=10), se demostró que, a los seis meses, los pacientes tratados disminuyeron los niveles de 
expresión de CD40L en linfocitos TCD4+ y modificaron el perfil de producción de citocinas: 
disminución de la IL-4 y aumento de los niveles de IFN-ǅ, IL-10 y TGF-Ǆ1. Paralelamente a los 
cambios inmunológicos, se observó una mejoría clínica (Urra J.M. et al., 2014).  
En nuestro grupo (Aguerri M. et al., 2012) realizamos un estudio en el que demostramos que 
pacientes alérgicos al polen de olivo tratados con inmunoterapia específica (AIT administrada de 
forma subcutánea) durante más de dos años recuperaban, al menos parcialmente, los mecanismos 
reguladores alterados en esta enfermedad, ya que mostraron una cuantificación de células T 
reguladoras (CD4+, CD25+, FOXP3+), mediante microscopía confocal, similar a la encontrada en 
sujetos sanos y mayor que en los alérgicos sin tratamiento, así como una mayor expresión de 
FOXP3 que los pacientes alérgicos no tratados. 
En otro estudio, se trató a 23 pacientes monosensibilizados a polen de olivo con imunoterapia 
preestacional administrada por vía subcutánea, durante 7 semanas, con un extracto modificado 
(alergoide). Se demostró, in vitro, la disminución de la activación específica de basófilos, el 
incremento de IgG1 e IgG4 específicas asociado a la disminución de síntomas nasales, a la 
provocación nasal específica y a la reactividad cruzada (Gokmen N.M. et al., 2012). 
Sin embargo, no en todos los casos se ha podido demostrar que la mejoría clínica de los pacientes 
alérgicos tratados, se correlaciona con una recuperación de los mecanismos inmunológicos 
alterados en la respuesta alérgica. Así, en un estudio con 24 individuos monosensibilizados al polen 
de olivo, se analizaron las respuestas Th1 (IFN-ǅ), Th2 (IL-4) y Treg (TGF-Ǆ e IL-10) en lavados 
nasales, antes y después del tratamiento específico (administración vía subcutánea durante 9 
meses). Asimismo se analizó la expresión de los genes T-bet, GATA-3 y FOXP3 en biopsias nasales. 
Los resultados obtenidos no pudieron demostrar que el tratamiento indujera cambios significativos 
en ninguno de los parámetros estudiados (Kirmaz C. et al., 2011). 
En cuanto a la imunoterapia sublingual específica para el polen de olivo, numerosos ensayos 
clínicos han demostrado una mejoría de la sintomatología alérgica (disnea, rinitis, conjuntivitis y 
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asma) (Casanovas M. et al., 1994; Vourdas D. et al., 1998; Leonardi S. et al., 2010; Milani M. et al., 
2011). 
Por otra parte, distintos estudios han analizado la influencia que puede tener la sensibilización 
frente a alérgenos menores, en la tolerancia/eficacia del tratamiento con inmunoterapia. Estos 
estudios tienen una especial relevancia en zonas expuestas a altas concentraciones de polen de 
olivo, donde la prevalencia de sensibilización a estos alérgenos es superior al 50%, comportándose 
como alérgenos principales, por ejemplo, Ole e 7, Ole e 9 y Ole e 10. 
La sensibilización a Ole e 7 se ha asociado a un mayor riesgo de presentar reacciones adversas con 
la inmunoterapia (Serrano P., 2007). Además, se ha detectado un grupo de pacientes cuya alergia al 
polen de olivo se produce a través de otros alérgenos, principalmente Ole e 7, de forma 
independiente a Ole e 1, (Barber D. et al., 2008) principal componente alergénico de los extractos 
terapéuticos comercialmente disponibles, lo que podría explicar la falta de eficacia de la 
inmunoterapia en estos pacientes. 
También se ha observado cómo la sensibilización a panalérgenos como profilina o polcalcina, 
ambas presentes en el polen de olivo (Ole e 2 y Ole e 3, respectivamente) y en otros pólenes de 
diferentes familias, pueden producir fenómenos de polisensibilización, mediante reactividad 
cruzada. Estos hechos dificultan al profesional médico el discernir si el polen de olivo es el 
sensibilizante primario o lo son otros pólenes y, con ello, la elección del tratamiento adecuado para 
el paciente. Algo similar ocurre con el panalérgeno Ole e 10, perteneciente a la familia denominada 
carbohydrate (betaglucan)-binding protein module, que muestra una importante reactividad cruzada 
con otros pólenes, látex y alimentos vegetales (Villalba M. et al., 2014). 
En resumen, existen diversos estudios en la literatura científica que muestran la eficacia y seguridad 
de la inmunoterapia específica en pacientes alérgicos al polen de olivo, tanto en la administración 
sublingual como subcutánea. No obstante, diferentes factores como el grado de cumplimiento del 
tratamiento, el perfil de sensibilización, el fenotipo clínico o el tipo de exposición ambiental 
parecen influir en el beneficio clínico del paciente. Además, a pesar de los importantes avances en 
la mejora de los extractos empleados, se han observado casos de reacciones adversas graves 
(choque anafiláctico), debido a la administración de inmunoterapia con extractos de polen de olivo 
(Vovolis V. et al., 2013). Asimismo, existe el riesgo de que los pacientes alérgicos se sensibilicen a 
otros componentes presentes en los extractos. En consecuencia, el estudio de mejoras en este tipo 
de vacunas es uno de los objetivos más apremiantes de la investigación en el campo de la alergia. 
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2.5.1 Nuevas aproximaciones 
En el caso de la alergia mediada por polen de olivo y en alergias relacionadas (debido a fenómenos 
de reactividad cruzada), el conocimiento de la estructura de Ole e 1 y cómo interactúa con las 
inmunoglobulinas y los TCR en los linfocitos T, ha posibilitado el estudio de nuevas estrategias para 
la elaboración de vacunas que podrían mejorar los defectos de las actualmente disponibles. En este 
sentido se estudia el uso de proteínas recombinantes (Rodríguez R. et al., 2007), de hipoalérgenos y 
de péptidos derivados de Ole e 1. 
2.5.1.1 Inmunoterapia con hipoalérgenos 
La elucidación de los epítopos B de la molécula de Ole e 1 (Martín-Orozco E. et al., 1994; González 
E.M. et al., 2006) y la obtención de la molécula de Ole e 1 en la forma recombinante 
[BB18(55E56V57G58Y)], obtenido en P.pastoris (Huecas S. et al., 1999), ha posibilitado el estudio de 
hipoalérgenos como herramientas potencialmente útiles en la terapia para la alergia mediada por 
polen de olivo. Para ello se ha recurrido a 2 vías: por un lado, a la producción de mutantes de Ole e 
1, alterando o eliminando las zonas de unión a IgE (un mutante puntual -Y141A- y dos de deleción 
-135Δ10 y 140Δ5-) (Marazuela E.G. et al., 2007) y, por otro, a la producción de un híbrido entre Ole 
e 1 y su homólogo no alergénico obtenido en P.pastoris BB18 OB55-58 (55S56D57S58E). Este híbrido 
mantiene la capacidad de activar células T específicas en un modelo de ratón alérgico pero  
presenta una actividad alergénica disminuida, debido a la menor capacidad de unión a las IgE y de 
activar basófilos en ensayos in vitro (Marazuela E.G. et al., 2012).  
2.5.1.2 Inmunoterapia basada en péptidos 
Otra estrategia en la inmunoterapia es la búsqueda de vacunas seguras usando péptidos no 
alergénicos derivados de Ole e 1. 
El establecimiento de un modelo de ratón alérgico a Ole e 1 que refleja las características típicas de 
los pacientes alérgicos, ha permitido ensayar 2 protocolos profilácticos basados en la inducción de 
tolerancia mediante la administración intranasal de péptidos libres o encapsulados (aa109-130 de 
Ole e 1) (Marazuela E.G. et al., 2008a; Marazuela E.G. et al., 2008b). Estos estudios apoyarían el uso 
de vacunas nasales como alternativa a la AIT convencional para el tratamiento de la alergia.   
En 2011, el grupo liderado por R. Valenta (Twaroch T.E. et al., 2011) realizó otra aproximación en 
relación a este tipo de estrategia. Sintetizaron 5 péptidos de entre 32-36 aa que cubren toda la 
molécula de Ole e 1 (Péptido 1: aa1-36, Péptido 2: aa35-68, Péptido 3: aa67-100, Péptido 4: aa85-
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120, Péptido 5: aa111-145) y midieron la reactividad que induce cada péptido (tanto a nivel de IgE, 
IgG y de respuesta de células T) en estudios in vitro e in vivo (administrando a conejos estos 
péptidos unidos a hemocianina junto con el adyuvante de Freud). Como resultado, obtuvieron que 
los péptidos 1 y 2 podrían ser útiles y seguros para el desarrollo de inmunoterapia frente al polen 
de oleáceas. A este hecho, se suman los datos aportados por la Dra. B Cárdaba (Cárdaba B. et al., 
1998) que indicaban que esta parte de la molécula de Ole e 1 era la que menor capacidad 
proliferativa de células T específicas de alérgenos producía, y la que mayor secreción de IL-10 
inducía (Cárdaba B. et al., 2007). Ambos resultados apoyan la hipótesis de que esta región de Ole e 
1 podría ser potencialmente utilizable para el desarrollo de una vacuna.  
 
Por otra parte, se están investigando otras estrategias que no implican el conocimiento de la 
estructura del alérgeno, como es el uso de exosomas tolerogénicos en un modelo de alergia 
experimental en ratón (Prado N. et al., 2008). 
 
3 NUEVAS HERRAMIENTAS BIOTECNOLÓGICAS  
Todas estas aproximaciones utilizadas en la búsqueda de una mejora de la vacuna para la alergia al 
polen de olivo suponen avances significativos hacia la cura de la enfermedad. Sin embargo, en 
muchas ocasiones se desconocen los mecanismos genéticos, moleculares y celulares implicados en 
la mejoría clínica de los pacientes. El avance tecnológico de los últimos años ha permitido abordar 
el estudio de enfermedades complejas como las alergias, desde una nueva perspectiva. Las nuevas 
plataformas y técnicas que permiten el estudio a nivel global del DNA (Genómica), expresión 
génica (Transcriptómica), proteínas (Proteómica), SNP (GWAS, Genome-wide association study) de 
muestras de distinta procedencia, abren múltiples posibilidades para poder identificar nuevos 
mecanismos moleculares implicados en una determinada enfermedad que permitan mejorar el 
diagnóstico, pronóstico y/o tratamiento terapéutico. Estas técnicas abren un campo de estudio real 
hacia la medicina personalizada, en el que se puede diseñar el análisis de múltiples factores hasta 
ahora difícilmente explorables de forma simultánea.  
3.1 USO DE MICROARRAYS EN ALERGIA 
En la actualidad, el uso de los microarrays de proteínas en la enfermedad alérgica es un 
complemento diagnóstico que permite identificar el perfil de sensibilización de un paciente. 
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Mediante esta técnica, se mide la presencia de anticuerpos IgE específicos frente a una batería de 
moléculas inmunogénicas (perfectamente caracterizadas). Este diagnóstico molecular es mucho 
más preciso que los análisis convencionales, que se efectúan a partir de extractos alergénicos 
completos, lo que permite adecuar el tratamiento a cada paciente (Sastre J., 2013). 
Por otra parte, los microarrays de expresión génica permiten evaluar la expresión génica diferencial 
entre sujetos sanos y pacientes, antes o después de un tratamiento, con el objetivo de encontrar 
nuevos genes implicados en el diagnóstico o el tratamiento de la enfermedad. Aunque esta 
tecnología se ha utilizado mayoritariamente en la investigación frente al cáncer, puede ser muy útil 
en otras enfermedades complejas. De hecho, a pesar de no haber sido aún muy utilizada en el área 
de las enfermedades alérgicas, actualmente se considera de gran utilidad para encontrar nuevas 
vías de actuación, como lo demuestran trabajos recientes (Chamberland A. et al., 2009; Benson M. 
et al., 2009; Jones S.M. et al., 2009; Dorsam G.P. et al., 2010; Bruhn S. et al., 2012). La primera 
revisión de microarrays en enfermedades alérgicas (Benson M. et al., 2004) describía cómo algunos 
trabajos pioneros identificaron una combinación de genes que permitía diferenciar sujetos 
asmáticos y controles sanos con una mayor eficacia que el estudio de los niveles de IgE (Brutsche 
M.H. et al., 2002). Destacaban además la posibilidad de identificar grupos de genes funcionalmente 
relacionados, en vez de genes a nivel individual. Posteriormente, avances muy interesantes en las 
enfermedades alérgicas se han asociado con estudios que han utilizado microarrays (Cárdaba B. et 
al., 2012). Destacan tres tipos principales de avances:  
- El descubrimiento y verificación de genes diferencialmente expresados con la descripción de 
múltiples biomarcadores potenciales o dianas terapéuticas que están siendo validadas (Hansel N.N. 
et al., 2008; Sääf A.M. et al., 2008; Izuhara K., Saito H., 2006; Schreffer W. et al., 2005, Tyner J.W. et 
al., 2006; Woodruff P.G. et al., 2007; Jones S.M. et al., 2009).  
- La posibilidad de encontrar patrones moleculares asociados a fenotipos clínicos, como ha sido 
demostrado en asma, donde se han descrito, al menos, dos fenotipos distintos definidos por el 
grado de inflamación Th2 (Woodruff P.G. et al., 2009).  
- La posibilidad de encontrar rutas desreguladas mediante el análisis de módulos que involucran 
genes que interactúan entre sí, normalmente relacionados funcionalmente. Esta aproximación 
identificó el papel inhibidor de IL7R en la inflamación alérgica (Mobini R. et al., 2009). 
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Todos estos avances permiten, por un lado mejorar el diagnóstico y por otro, descubrir nuevas vías 
implicadas en la clínica del paciente y por tanto, potenciales dianas terapéuticas y, en consecuencia, 
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La alta prevalencia de la alergia a pólenes y la ausencia de una vacuna eficaz que mejore la 
sintomatología clínica de los pacientes afectados, ha generado un gran interés científico en la 
búsqueda de nuevas formas de inmunoterapia que permitan curar estas enfermedades. En este 
sentido, las vacunas diseñadas a base de péptidos derivados de alérgenos, se postulan como una 
de las estrategias más prometedoras. Sin embargo, en muchas ocasiones, se desconocen los 
mecanismos genéticos, moleculares y celulares que median su actuación. El avance científico-
técnico y el desarrollo de nuevas herramientas biotecnológicas están permitiendo la mejor 
comprensión de estos mecanismos.  
El objetivo global de esta Tesis Doctoral es estudiar in vitro, la respuesta específica de alérgeno en 
la alergia al polen de olivo y el potencial terapéutico de distintos péptidos derivados de Ole e 1, 
alérgeno principal involucrado en esta polinosis, con el fin de definir mecanismos inmunológicos 
reguladores implicados y nuevas dianas terapéuticas.  
Para ello, se obtuvieron los sueros y las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 5 
grupos clínicos de una población relacionados con la polinosis al olivo, en dos momentos de 
exposición polínica (alta y baja concentración de polen). Las PBMC se cultivaron en 
ausencia/presencia del extracto completo de polen de olivo o de péptidos sintéticos, 
correspondientes a las regiones de aminoácidos 11-22, 22-33, 91-102, 109-120 y 119-130 de Ole e 
1, planteándose los siguientes objetivos concretos: 
1. Identificar en la población perfiles séricos diferenciales analizando los niveles de IgE total y 
anticuerpos IgE específicos frente al polen de olivo. 
2. Establecer entre los grupos clínicos, perfiles diferenciales de secreción de citocinas y de 
expresión génica a partir de las PBMC cultivadas en ausencia de estimulación. 
3. Evaluar si los estímulos modifican la secreción de citocinas y la expresión génica de las 
PBMC cultivadas, realizando comparaciones inter- e intragrupo.  
4. Analizar la capacidad de los péptidos de modular la proliferación celular en respuesta al 
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1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 
El estudio planteado es un diseño tipo casos-controles que cumple con los principios éticos de la 
Declaración de Helsinki. 
La población estudiada estuvo formada por 84 sujetos voluntarios clasificados en cinco grupos 
clínicos: 
 Grupo 1: Sujetos no alérgicos: n= 17. 
 Grupo 2: Sujetos asintomáticos: n= 10. 
 Grupo 3: Sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo: n= 20. 
 Grupo 4: Sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento: n= 22. 
 Grupo 5: Sujetos alérgicos al polen de olivo tratados con inmunoterapia específica (AIT): n= 
15. 
1.1  CRITERIOS DE SELECCIÓN 
Los sujetos seleccionados para este estudio debían cumplir una serie de criterios previamente 
establecidos: tener un rango de edad adecuado (10-70 años), haber residido más de 10 años en la 
zona de exposición al alérgeno (Andalucía), no ser fumador, no estar en tratamiento con corticoides 
o antihistamínicos que pudieran alterar los parámetros a determinar y haber firmado el 
consentimiento de participación en el estudio (previamente aprobado por el Comité Ético de todos 
los centros integrantes del estudio). 
1.2 CLASIFICACIÓN DE LOS SUJETOS 
El reclutamiento y la clasificación de los sujetos se realizó en los Departamentos de Alergia de 
cuatro hospitales de Andalucía (Hospital Universitario San Cecilio de Granada, Hospital General de 
Especialidades de Jaén, Hospital Policlínico de Sevilla y Hospital Civil de Málaga) en base al historial 
clínico y a criterios diagnósticos a dos niveles: exploración clínica y pruebas cutáneas. 
Exploración clínica: Se evaluó la ausencia o presencia de sintomatología alérgica, principalmente 
asma y/o rinitis, en cada uno de los sujetos de estudio. 
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Pruebas cutáneas: Se realizaron mediante la prueba del prick que permite diagnosticar frente a 
qué sustancia está sensibilizado un determinado individuo. Para ello se aplican gotas de extractos 
alergénicos comunes y estandarizados (ALK-Abelló, Madrid, España) de Olea europaea, 
Dermatophagoides pteronyssinus, Blattella germanica, epitelio de perro y gato, Alternaria alternata, 
Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum, Lolium perenne, Cynodon dactylon, Cupressus 
sempervirens, Platanus acerifolia, Artemisia vulgaris, Chenopodium album, Salsola kali y Parietaria 
judaica, sobre la superficie volar de ambos antebrazos. Como control negativo se usa una solución 
de suero fisiológico y como control positivo, histamina. Posteriormente, con lancetas (ALK-Abelló, 
Madrid, España) se hace una puntura a través de cada gota y se inserta en la epidermis. 
Transcurridos 20 minutos, las pápulas con un diámetro superior a 3 mm respecto al control 
negativo se valoraron como reacciones cutáneas positivas, lo que indica sensibilización inmediata 
frente a esa sustancia. Según las recomendaciones de la EAACI (European Academy of Allergy and 
Clinical Immunology) (EAACI, 1989; Dreborg S., Frew A., 1993), en el momento de la prueba, los 
sujetos de estudio debían haber retirado cualquier medicación que pudiese influir en el resultado 
(antihistamínicos y corticoides tópicos en la zona), además de no presentar ningún trastorno 
cutáneo en la zona de aplicación.  
En base a estos criterios se establecieron los siguientes grupos de estudio:  
 Sujetos no alérgicos. Se clasificaron en este grupo todos aquellos individuos que no 
presentaban sintomatología alérgica, ni historial de enfermedades respiratorias y que 
presentaron un resultado negativo en las pruebas cutáneas frente a la batería de extractos 
alergénicos descrita. 
 Sujetos asintomáticos. Los sujetos asintomáticos estaban sensibilizados al polen de olivo, 
ya que presentaron test cutáneo positivo al extracto, pero no presentaban sintomatología 
alérgica (ni rinitis ni asma). 
 Sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo. Individuos con sintomatología 
alérgica que presentaron pruebas cutáneas positivas a alguno de los siguientes extractos 
alergénicos: ácaros, epitelios de animales (perro y gato) y/o pólenes, pero en ningún caso 
presentaron reacciones cutáneas positivas al extracto completo de polen de olivo. En este 
grupo también se incluyeron a individuos alérgicos a medicamentos y a aquellos que 
presentaban reacciones a picaduras de insecto.  
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 Sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. Los individuos alérgicos al polen de 
olivo referían rinitis estacional y/o asma durante la exposición al antígeno (de abril a junio). 
En las pruebas cutáneas, presentaron reacciones positivas al extracto de O. europaea 
(algunos presentaron también reacciones cutáneas positivas a otros extractos alergénicos). 
Este grupo de sujetos nunca había recibido tratamiento para esta enfermedad.  
 Sujetos alérgicos al polen de olivo tratados con inmunoterapia específica de alérgeno 
(AIT). Estos sujetos fueron diagnosticados como alérgicos al polen de olivo con 
anterioridad. En el momento de la obtención de las muestras, estaban recibiendo, durante 
al menos dos años, un tratamiento de inmunoterapia subcutánea para el polen de O. 
europaea con extractos estandarizados [ALK-Abelló, CBF-Leti (Barcelona, España) o Bial-
Aristegui (Bilbao, España)] en los que el alérgeno mayoritario (Ole e 1) se encontraba en la 
mayor concentración. Estos pacientes presentaron mejoría clínica según los criterios 
establecidos por los alergólogos. 
1.3 NOMENCLATURA DE LOS SUJETOS 
La nomenclatura utilizada para identificar a cada sujeto de estudio viene determinada de la 
siguiente manera: letra (G, J, M ó S), número (1, 2, 3, 4 ó 5), número (1-22): 
 La letra identifica el hospital en el que se realizó el diagnóstico y la recogida de muestras: 
La letra G corresponde al Hospital Universitario San Cecilio de Granada; la letra J hace 
referencia al Hospital General de Especialidades de Jaén; la letra M, al Hospital Civil de 
Málaga y la letra S, al Hospital Policlínico de Sevilla. 
 El primer número se refiere al grupo de estudio al que pertenece el sujeto: 1. Sujetos no 
alérgicos, 2. Sujetos asintomáticos, 3. Sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo, 
4. Sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento, 5. Sujetos alérgicos al polen de olivo 
tratados con AIT. 
 El último número identifica a cada sujeto dentro de cada grupo según el orden de llegada 
al Centro Sanitario. 
Por ejemplo: J.4.1. Es un paciente diagnosticado en el Hospital General de Especialidades de Jaén 
que pertenece al grupo 4 (sujetos alérgicos al polen de olivos in tratamiento), reclutado en primer 
lugar. 
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1.4 RECOGIDA DE MUESTRAS  
A cada uno de los sujetos de estudio se le extrajeron 30 ml de sangre completa, recogidos en dos 
tubos Vacuette con heparina de 10 ml (Grenier bio-one, KremsmÜster, Austria), y un tubo Vacuette 
sin anticoagulante de 10 ml (Grenier bio-one) destinado para la obtención del suero. 
Las muestras se obtuvieron en dos periodos diferentes en función de la carga de polen de olivo en 
el ambiente: 
 Periodo 1: abril-junio del 2006, periodo de polinización del olivo. 
 Periodo 2: octubre-diciembre del 2006, fuera del periodo de polinización. 
Cada muestra se envió en el menor tiempo posible (a temperatura ambiente), junto con los 
consentimientos informados y los historiales clínicos, al Departamento de Inmunología de la 
Fundación Jiménez Díaz para su procesamiento. 
2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE PERIFÉRICA 
2.1 OBTENCIÓN DE SUERO 
La muestra de sangre sin anticoagulante se centrifugó durante 10 minutos a 2.100 g en una 
centrífuga Allegra X-15R (Beckman Coulter, Brea, California, Estados Unidos) para obtener el suero 
de los pacientes, el cual se distribuyó en alícuotas de 1,5 ml y se almacenó a -80ºC en el Biobanco 
del Instituto de Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz (IIS-FJD). El suero se utilizó para 
cuantificar los niveles de IgE. 
2.2 AISLAMIENTO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFÉRICA 
(PBMC) 
Este proceso se realizó en condiciones estériles, en una cabina de flujo laminar (Cultek, Madrid, 
España). El aislamiento se realizó mediante un gradiente de densidad utilizando la solución 
Lymphocytes isolation solution (Comercial Rafer, Zaragoza, España) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Según el cual, cada muestra de sangre periférica heparinizada se mezcla de forma 
homogénea con un volumen igual de suero salino isotónico al 0,9% (SS) en un tubo estéril. 
Posteriormente, se añade lentamente la mezcla de sangre y SS a la solución de aislamiento de 
linfocitos (Lymphocytes isolation solution) siguiendo una proporción 5:3 en un tubo de 50 ml, para 
después, centrifugar las muestras a 460 g durante 20 minutos sin freno, en una centrífuga Allegra 
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X-15R (Beckman Coulter). Este proceso permite obtener distintas fases bien diferenciadas. La parte 
superior de color amarillento es el plasma. En la parte central, formando un anillo blanquecino, se 
obtienen las PBMC. En el sedimento inferior se sitúan las células de la serie roja (eritrocitos, 
plaquetas) y granulocitos (Figura 8). Se recoge la franja que comprende las PBMC y se lavan con 50 
ml de SS centrifugando a 675 g durante 10 minutos en una centrífuga Allegra X-15R (Beckman 
Coulter). 
 
Figura 8. Fraccionamiento de sangre completa por gradiente de densidad. 
Las PBMC aisladas se cuentan utilizando una técnica de tinción por exclusión mediante el colorante 
azul tripán. Las células viables, con membrana intacta, no incorporan el azul tripán, por el contrario, 
sí atraviesa la membrana de las células muertas y aparecen coloreadas en el microscopio. Según el 
protocolo, se mezclan 10 l de las células resuspendidas en SS con 10 l del colorante azul tripán 
0,4% (Gibco, Carlsbad, California, Estados Unidos). Diez l de esta mezcla se aplican en una cámara 
de Neubauer (Marienfeld, Alemania) que contiene cuatro cuadrantes de 16 cuadrados cada uno. Se 
cuentan las células presentes en dos de los cuadrantes, utilizando un microscopio óptico Labophot 
(Nikon, Tokyo, Japón) con un aumento de 40x. Para calcular el número total de células viables se 
procede según los cálculos:  
Volumen de 1 cuadrante de 16 cuadrados= 0,1 mm3 
Número de células en dos cuadrantes x 104= células/ml 
Células/ml x Volumen total (Vt) = Número total de células 
La viabilidad se calcula de la siguiente manera: Viabilidad (%) = 100 x células no coloreadas/Nº 
total de células (células no coloreadas + células azules). 
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Las PBMC aisladas se resuspenden en una solución de congelación que contiene el Medio Roswell 
Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Lonza, Verviers, Bélgica), 10% de suero de ternera fetal (Lonza) 
inactivado (30 minutos a 56ºC) y dimetilsulfóxido al 10% (DMSO, Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, 
Estados Unidos) a una concentración de 7-10.106 células/ml en viales de criocongelación de 1,5 ml 
(Sterilin, Cambridge, Reino Unido). Las células se mantuvieron un mínimo de 24 horas a -80ºC y 
posteriormente se guardaron a -196ºC en Nitrógeno líquido, hasta su uso. Las células, al igual que 
el resto de muestras obtenidas, se almacenaron en el Biobanco del IIS-FJD.  
3 CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE IgE TOTAL Y ANTICUERPOS 
IgE ESPECÍFICOS FRENTE AL EXTRACTO COMPLETO DE POLEN DE 
Olea europaea EN SUERO 
Los niveles en suero de IgE total se determinaron por inmunoanálisis enzimático comercial CAP IgE 
(Phadia, Uppsala, Suecia) empleando el autoanalizador ImmunoCAP 250 (Phadia). Los anticuerpos 
IgE específicos frente a Olea europaea se determinaron por UNI-CAP (Phadia). 
Los niveles de IgE total se expresan en Unidades Internacionales por mililitro (UI/ml) y los niveles de 
anticuerpos IgE específicos en kilo Unidades Arbitrarias por litro (kUA/l). 
4 ENSAYOS DE ESTIMULACIÓN DE LAS PBMC 
4.1 ESTÍMULOS UTILIZADOS 
En este estudio se seleccionaron dos tipos de estímulos. Por un lado, el extracto completo de polen 
de Olea europaea, al que se le otorgó el nombre de Olea, en el que la proteína mayoritaria presente 
en el extracto corresponde a Ole e 1 (alérgeno principal del polen de olivo), y por otro, para analizar 
la posible modulación de la respuesta alérgica, se seleccionaron péptidos derivados de Ole e 1, 
definidos previamente por nuestro laboratorio: los péptidos calificados como 2 (aa11-22) y 3 (22-33), 
reconocidos con una mayor frecuencia por sujetos no alérgicos no coincidentes con los epítopos B y 
por lo que podrían actuar como epítopos inmunomoduladores y los péptidos 10 (aa91-102), 12 
(aa109-120) y 13 (aa119-130), previamente definidos como inmunodominantes (Cárdaba B. et al., 
1998; Cárdaba B. et al., 2007).  
4.1.1 Purificación del extracto de polen de Olea europaea 
El extracto se preparó resuspendiendo el polen de olivo (5% p/v), Allergom AB (Suecia), en 
bicarbonato amónico (50 mM, pH 8.0) con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM. Tras homogeneizar 
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la suspensión, se somete a 1 hora en agitación a Tª ambiente (para favorecer la extracción proteica), 
tras lo cual, se centrifugó a 12.000 g, a 4ºC, durante 20 minutos. Se recogió el sobrenadante y sobre 
el precipitado, se repitió dos veces el proceso de extracción. Finalmente, se juntaron todos los 
sobrenadantes obtenidos y se dializaron frente a la solución de bicarbonato utilizada. El extracto así 
obtenido, se filtró, liofilizó y se almacenó a -20ºC hasta su uso. La determinación de proteínas 
totales se realizó mediante el método de Bradford. 
Para realizar los ensayos celulares, el extracto Olea se resuspendió en medio RPMI-1640 (Lonza, 
Verviers, Bélgica) a una concentración de 1 mg/ml y se esterilizó mediante filtración, con filtros de 
0,22 µm (Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Irlanda). 
4.1.2 Síntesis de los Péptidos  
Los Péptidos utilizados para los ensayos de estimulación fueron 5 dodecapéptidos (Tabla 3), 
sintetizados por el Dr. J.P. Albar en el Centro Nacional de Biotecnología de Madrid, usando la 
estrategia Fmoc. Estos péptidos se diseñaron utilizando como secuencia de referencia la molécula 
de Ole e 1 (Villalba M. et al., 1993) (Figura 9). La concentración y pureza de determinó por 
cromatografía líquida en fase reversa. 
Tabla 3. Secuencias de los Péptidos utilizados. 
Nº Péptido Región (aminoácidos) Secuencia 
Péptido 2 11-22 FHIQGQVYCDTC 
Péptido 3 22-33 CRAGFITELSEF 
Péptido 10 91-102 NEIPTEGWAKPS 
Péptido 11 109-120 TVNGTTRTVNPL 
Péptido 12 119-130 PLGFFKKEALPK 
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Figura 9. Secuencias de los péptidos derivados de Ole e 1. Las secuencias de color verde indican los 
Péptidos 2 y 3 (posibles epítopos inmunomoduladores), las de color morado, los Péptidos 10, 12 y 13 (los 
epítopos definidos como inmunodominantes). Figura adaptada de Villalba M, et al., 2014. 
El liofilizado de cada péptido se resuspendió en agua destilada a una concentración de 1 mg/ml. 
Para los ensayos celulares, se diluyeron los péptidos en medio RPMI-1640 (Lonza, Verviers, Bélgica) 
a una concentración de 200 µg/ml y se esterilizaron mediante filtración. 
4.2 DESCONGELACIÓN DE LAS PBMC 
Este proceso se realizó en condiciones estériles, en una cabina de flujo laminar (Cultek, Madrid, 
España). El primer paso consiste en la descongelación de las PBMC almacenadas en N2 líquido. 
Según el protocolo, las células se resuspenden en 50 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Lonza, 
Verviers, Bélgica) con ayuda de una pipeta. Este proceso debe realizarse con rapidez para prevenir 
la formación de cristales (debido al cambio brusco de temperatura) y minimizar los efectos tóxicos 
de los crioprotectores que producirían daño y pérdida de viabilidad celular. La suspensión de 
células se centrifuga durante 10 minutos, a 675 g, en una centrífuga Allegra X-15R (Beckman 
Coulter). El precipitado celular se resuspende en medio de cultivo RPMI-1640 (Lonza) y se cuentan 
las células viables según el procedimiento descrito en el Apartado 2.2 de Materiales y Métodos. Se 
repite el proceso de lavado y las células se resuspenden en medio de cultivo completo, que se 
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prepara en fresco, añadiendo al medio de cultivo RPMI-1640 (Lonza), 1% penicilina-estreptomicina 
(Gibco, Carlsbad, California, Estados Unidos), 1% glutamina (Gibco), 10% suero de ternera fetal 
(Lonza) inactivada previamente (30 minutos a 56ºC), 1% piruvato de sodio (Gibco), todo ello 
previamente filtrado, dejando las células a una concentración aproximada de 1.106 células/ml.  
4.3 ENSAYOS CELULARES 
Los ensayos de estimulación se realizaron en condiciones estériles. Para ello, se usaron placas de 24 
pocillos (Costar, Nueva York, Estados Unidos), con una concentración aproximada de 1.106 
células/ml por pocillo para cada una de las condiciones experimentales planteadas: 
1. PBMC en ausencia de estímulos, condición Basal. 
2. PBMC cultivadas con el extracto completo de polen de olivo (Olea) (25 µg/ml). 
3. PBMC cultivadas con el Péptido 2+3 (P2+3, pool del Péptido 2 y del Péptido 3, descrito como la 
mezcla de volúmenes iguales con la misma concentración de cada uno de los péptidos) a una 
concentración final de 5 µg/ml. 
4. PBMC cultivadas en presencia del Péptido 10+12+13 (P10+12+13, pool del Péptido 10, Péptido 
12 y Péptido 13, descrito como la mezcla de volúmenes iguales con la misma concentración de 
cada uno de los péptidos) a una concentración final de 5 µg/ml. 
Como control positivo se utilizó fitohematoglutinina (PHA) (2,5 µg/ml). 
La elección de las concentraciones y las combinaciones de los estímulos para los cultivos de células 
se basaron en ensayos previamente publicados (Cárdaba B. et al., 1998). 
Las células se incubaron en una estufa a 37ºC con el 5-10% de CO2 durante 24 o 72 horas. 
Transcurrido ese tiempo, las células se traspasan a un tubo de 2 ml libre de ribonucleasas 
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se centrifugan a 12.000 g durante 10 minutos en una 
microfuga Mikro 24-48 (Hettich AG, Tuttlingen, Alemania). El sobrenadante se guarda a -80ºC para 
realizar los estudios de citocinas. Por otro lado, el sedimento celular se resuspende en 800 µl de 
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) para extraer el RNA y/o proteínas. 
 Los ensayos de 24 horas se utilizaron para el estudio de citocinas y de expresión génica, 
(sujetos de estudio n= 84). 
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 Los ensayos de 72 horas se utilizaron para el estudio de expresión de proteínas (sujetos de 
estudio n= 10) 
5 MEDIDA DE LOS NIVELES DE CITOCINAS SOLUBLES EN EL 
SOBRENADANTE DE CULTIVO 
Con el fin de analizar si los distintos estímulos son capaces de inducir la secreción de citocinas, se 
evaluaron los niveles de algunas de ellas en los sobrenadantes del cultivo celular. Para este estudio, 
se realizó una mezcla (pool) de volúmenes iguales de los sobrenadantes de dos o tres sujetos, para 
cada una de las condiciones planteadas y para cada periodo de exposición al alérgeno. 
Las citocinas medidas en el estudio representan distintos tipos de respuesta celular: IL-2, citocinas 
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), citocina Th1 (IFN-ǅ), citocinas Treg (IL-10 y TGF-Ǆ) y TNF-α, que se 
estudiaron mediante citometría de flujo, con el citómetro FACSCalibur (Beckton Dickinson, San 
José, CA, Estados Unidos), excepto el TGF-Ǆ que se determinó mediante un ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay) (R&D System, 
Minneapolis, Estados Unidos). 
5.1 ESTUDIO DE CITOCINAS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Para la determinación de los niveles de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α e IFN-ǅ se usó el BD Cytometric 
Bead Array (CBA), human Th1/Th2 Cytokine Kit (Beckton Dickinson). Esta técnica combina el 
fundamento del inmunoanálisis con la citometría de flujo. Su principal ventaja es que permite 
estudiar de forma simultánea, los niveles de 6 proteínas en una misma muestra. Además, distintos 
estudios han demostrado que su sensibilidad analítica es comparable a la de los test de ELISA 
convencionales (Chen R. et al., 1999). El kit permite detectar un rango de cada una de las citocinas 
de entre 2,4-5.000 pg/ml.  
El principio de esta técnica, tal y como indica la Figura 10, reside en la existencia de 6 poblaciones 
diferentes de microesferas de poliestireno. Cada población está marcada con una intensidad de 
fluorescencia determinada y tienen, adheridas a su superficie, anticuerpos específicos para cada 
una de las seis citocinas a analizar (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-ǅ, TNF-α). Una vez que las microesferas 
se han unido a las citocinas presentes en la muestra, se incuban con anticuerpos de detección 
específicos de cada citocina, marcados con ficoeritrina (PE). Se forman así complejos tipo sándwich 
que se detectan mediante citometría de flujo. 
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Figura 10. Principio de la técnica utilizada en la cuantificación de citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α e 
IFN-ǅ. BD Cytometric Bead Array (CBA) human Th1/Th2 Cytokine Kit (Beckton Dickinson). Las microesferas 
están recubiertas de anticuerpos de captura que se unen específicamente a una citocina y esta, a su vez, se 
une a su anticuerpo de detección conjugado con un fluorocromo. 
Siguiendo las especificaciones del protocolo del human Th1/Th2 Cytokine Kit, en primer lugar, se 
reconstituyen los estándares (human Th1/Th2 Cytokine Standards) con 2 ml de diluyente (Assay 
Diluent). El tubo se agita y se incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente. A partir de ese 
tubo, se hacen diluciones seriadas de las muestras estándares, que oscilan desde 0 pg/ml hasta 
5.000 pg/ml para cada una de las citocinas. De manera análoga, se realizan varias diluciones de las 
muestras problema (en este caso de los sobrenadantes de cultivo) para cerciorarse de que los 
valores de fluorescencia se encuentren entre los límites detectables de la curva estándar. Una vez 
realizadas las muestras estándares, se prepara la mezcla de las microesferas de captura (cada 
población se presenta en envases individuales), teniendo en cuenta el número de tubos que se van 
a analizar en cada ensayo (estándares y muestras de los sobrenadantes). Por cada tubo, se mezclan 
10 μl de cada población de microesferas de captura [Human Cytokine Capture Beads (A1-A6)] y se 
agita con un agitador tipo vortex. A continuación, se mezclan 50 μl de cada una de las muestras, 
con otros 50 μl de la mezcla de las microsferas de captura y 50 μl del anticuerpo de detección 
(Human Th1/Th2 PE Detection Reagent, reactivo suministrado en el kit), en el que se encuentran los 
anticuerpos específicos de cada citocina marcados con PE.  
Las mezclas se incuban durante 3 horas a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Después, se 
lavan para eliminar el reactivo que no se ha unido a los complejos, con 1 ml del tampón de lavado 
proporcionado en el kit, y se centrifuga cada tubo a 200 g durante 5 minutos. Posteriormente, se 
elimina el sobrenadante, se resuspende el precipitado en 300 μl del tampón de lavado y se procede 
a la adquisición de las muestras en el citómetro. En este caso, se usó un FACSCalibur (Beckton 
Dickinson) en el que se midió la fluorescencia de cada una de las muestras, adquiriéndose un 
mínimo de 2.000 eventos para cada citocina. Finalmente, se realizaron 6 curvas estándares (una 
para cada citocina) en las que se interpolaron los valores obtenidos en las muestras problema 
mediante el programa BD CBA Analysis Software. 
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Los niveles de la citocina IL-13 se midieron utilizando el Human Soluble Protein Flex Set System 
(Beckton Dickinson) mediante citometría de flujo. El principio del kit y el protocolo de actuación 
son similares al caso anterior aunque más sencillos, ya que solo se detectan los niveles de un 
analito y, por tanto, solo existe una población de microesferas de captura. 
5.2  ESTUDIO DE TGF-Ǆ1 MEDIANTE ELISA 
Los niveles de TGF-Ǆ1 medidos en el sobrenadante del cultivo se analizaron mediante el kit de 
ELISA Quantikine Human TGF-β1 de R&D Systems (rango de detección de 1,7-2.000 pg/ml). 
El protocolo especificado requiere un paso previo de preparación de las muestras y reactivos. Para 
la preparación de las muestras, se realiza un paso de activación y neutralización en el que el TGF-Ǆ1 
presente en el sobrenadante pasa de una forma latente a una inmunorreactiva. Para ello, a cada 
100 µl de cada pool de sobrenadante se le añaden 20 µl de HCl 1N. Las muestras acidificadas se 
incuban durante 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente, se neutralizan con 20 µl de 
NaOH 1,2 N/0,5 M HEPES (Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfónico). En cuanto a la 
preparación de los reactivos, el reactivo Wash Buffer (provisto en el kit) se diluye en agua destilada 
a una dilución 1:25 y el Calibrator Diluent RD5-26 Concentrate a una dilución 1:3 (también en agua 
destilada). Con este último se prepara la dilución madre de los estándares (TGF-β1 Standard) de la 
que se harán diluciones seriadas. La solución del sustrato (Substrate Solution) se prepara mezclando 
volúmenes iguales de los reactivos A y B, 15 minutos antes de su uso.  
Una vez preparados los reactivos, se realiza el ELISA, en el que cada muestra debe analizarse por 
duplicado. En primer lugar, se añaden a cada pocillo de la placa proporcionada en el kit (que tiene 
pegado el anticuerpo específico para el TGF-Ǆ1) 50 µl de Assay Diluent RD1-21 y 50 µl de cada 
estándar, control o muestra problema; se agita y se mantiene a temperatura ambiente durante dos 
horas. A continuación, se aspira con una pipeta el contenido de cada pocillo y se desecha. Se 
procede entonces al lavado de la placa (4 veces) añadiendo 400 µl1 del Wash buffer y desechando. 
Una vez lavada, se añaden 100 µl1 del TGF-β1 Conjugate que se incuba durante dos horas a 
temperatura ambiente. De nuevo, la placa se lava cuatro veces, se añaden 100 µl1 del reactivo 
Substrate Solution previamente preparado y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente 
y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se añaden 100 µl1 del reactivo que paraliza la reacción 
(Stop solution) y se miden los niveles de absorbancia a 450 nm con un filtro de referencia a 540 nm 
                                                     
1 µl por pocillo. 
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o a 570 nm. Para ello, se usó el espectrofotómetro de placas Infinite F200 (Tecan, Männedorf, 
Suiza). Para calcular los niveles de TGF-Ǆ1, se realiza una recta patrón a partir de las absorbancias 
medidas para cada estándar y se interpola la absorbancia obtenida para las muestras problema. Por 
último, se deshace el factor de dilución. 
6 EXTRACCIÓN DEL RNA  
El proceso de extracción de RNA se realiza en un entorno libre de ribonucleasas, siguiendo el 
protocolo de Trizol (Invitrogen). El sedimento celular (1.106 PBMC) se resuspende en 800 l de 
Trizol (Invitrogen) en un tubo Eppendorf de 2 ml (Hamburgo, Alemania), y se agita en un agitador 
tipo vortex durante 5 minutos a temperatura ambiente, para conseguir la liberación de los ácidos 
nucleicos. A continuación, se añaden 160 µl de cloroformo (Sigma-Aldrich), se agita y se mantiene a 
temperatura ambiente durante 3 minutos para posteriormente, centrifugar a 12.000 g durante 15 
minutos a 4ºC, en una microfuga Mikro 24-48 (Hettich AG). Tras la centrifugación observamos tres 
fases claramente diferenciadas: 
 Fase superior: fase acuosa, donde se localiza el RNA  
 Interfase: DNA. 
 Fase inferior: fenol/cloroformo (fase proteica). 
La fase superior/fase acuosa se recoge sin aspirar el anillo intermedio ni la fase inferior y se 
transfiere a un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml, al que se añaden 400 µl de isopropanol para 
precipitar el RNA. Las muestras se incuban durante 10 minutos a temperatura ambiente y a 
continuación, se centrifugan a 12.000 g durante 10 minutos a 4ºC. Tras la centrifugación, el 
sobrenadante se decanta y se lava el sedimento del RNA con 800 µl de etanol al 75%, mediante 
centrifugación a 7.500 g durante 5 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido se elimina 
cuidadosamente para no aspirar el sedimento de RNA y se deja secar durante 10 minutos. Por 
último, se resuspende el sedimento en 25 µl de agua libre de ribonucleasas (Experion DEPC-Treated 
Water, Bio-Rad, Hércules, California, Estados Unidos) y se procede a determinar la integridad y a 
cuantificar la cantidad del RNA extraído.  
6.1 MEDIDA DE LA INTEGRIDAD DEL RNA  
La integridad de las muestras de RNA se determinó en un Bioanalizador 2.100 (Agilent 
Technologies, Santa Clara, California, Estados Unidos). Esta tecnología se basa en los patrones de 
movilidad electroforética de muestras de RNA en una matriz de gel introducida en pequeños chips.  
106 | MATERIALES Y MÉTODOS  
Antes de proceder a la preparación del chip, se realiza la limpieza de los electrodos del 
bioanalizador (para evitar contaminaciones y la degradación de las muestras). Para ello, el kit 
incluye dos chips de limpieza. En primer lugar, se carga uno con 350 µl de solución limpiadora 
RNaseZap (Invitrogen) y se mantiene durante 1 minuto en el bionalizador. Posteriormente, se 
coloca el otro chip de limpieza con 350 µl de agua libre de ribonucleasas durante 10 segundos. Este 
proceso debe repetirse al finalizar el protocolo. 
En nuestro caso, se utilizó un kit específico para muestras de RNA (RNA 6.000 Nano de Agilent 
Technologies kit) siguiendo las recomendaciones del protocolo de la casa comercial.  
En primer lugar, se prepara la matriz del gel. Para ello, se filtran 550 µl del producto Agilent RNA 
6.000 Nano gel matrix en una columna con filtro, centrifugando a 1.500 g durante 10 minutos. 
Posteriormente, se recogen 65 µl de este filtrado en un nuevo tubo y se añade 1 µl del colorante 
RNA 6.000 Nano dye concentrate. La mezcla se homogeneiza en un agitador tipo vortex, se 
centrifuga a 13.000 g durante 10 minutos y se mantiene en oscuridad. A continuación, se procede a 
la desnaturalización de 1 µl del marcador de peso molecular (RNA 6.000 ladder) y de las muestras 
de RNA que se quieren analizar. Para ello, se incuban a 70ºC durante 2 minutos. Una vez 
desnaturalizadas, se mantienen en hielo. 
El chip se coloca en una plataforma especial para su montaje (suministrada junto al aparato). Se 
pipetean 9 µl de la mezcla gel/colorante (Agilent RNA 6.000 Nano gel matriz/RNA 6.000 Nano dye 
concentrate) en el pocillo del chip marcado como G (Figura 11) y se presiona con ayuda de una 
jeringa (incluida en el kit) durante 30 segundos. También se aplican 9 µl de la mezcla gel/colorante 
en los otros dos pocillos marcados como G (Figura 11). Posteriormente, se cargan 5 µl del marcador 
RNA 6.000 Nano Marker y 1 µl de muestra de RNA en el resto de los pocillos del chip. Si no 
tenemos suficientes muestras para llenar un chip, se añade 1 µl de agua desionizada en los pocillos 
no ocupados. Por último, se aplica 1 µl del marcador de peso molecular (RNA 6.000 ladder) en el 
pocillo marcado con el símbolo de marcador  (Figura 11).  
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Figura 11. RNA Nano-chip. Modelo de chip utilizado en el bioanalizador, donde se muestran los 16 pocillos 
para cargar las muestras de RNA, los pocillos con la mezcla gel/colorante G, G y el pocillo del marcador . 
Una vez finalizado el proceso de preparación, el chip se agita en un agitador IKA (Agilent 
Technologies) durante 1 minuto a 2.400 rpm. Posteriormente, se coloca en el Bioanalizador 2.100 
(Agilent Technologies) para proceder a la lectura de las muestras mediante el Agilent 2.100 
Biosizing Software, que analiza los datos obtenidos. El programa informa de la concentración de 
RNA de cada muestra y de la calidad e integridad de la misma, en base al número RIN (RNA 
Integrity Number). Este valor se da en una escala del 1 al 10, siendo 10 el RNA completamente 
intacto. Un valor de RIN superior a 7,5 se considera aceptable para conseguir resultados fiables en 
posteriores experimentos. Todas las muestras de RNA analizadas en este estudio cumplían esta 
condición. 
6.2 CUANTIFICACIÓN DEL RNA  
La concentración de las muestras de RNA se midió en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1.000 
(Bonsái Technologies Group, Madrid, España) siguiendo el protocolo de la casa comercial. El 
programa informático utilizado fue el Nanodrop 3.0.1.  
En primer lugar, se coloca una gota de 2 µl de agua libre de ribonucleasas en el pedestal del lector 
para realizar la limpieza de la microcubeta. Posteriormente, se selecciona el programa de ácidos 
nucleicos y el tipo de medida a realizar (RNA). Se seca el pedestal y se coloca otra gota de 2 µl de 
agua libre de ribonucleasas para realizar la medida del blanco. Se vuelve a secar el pedestal, se 
colocan 2 µl de la muestra de ácido nucleico a cuantificar y se realiza la medida. El programa 
informa sobre la concentración de RNA de la muestra (expresado en ng/µl) en base a la 
absorbancia registrada a 260 nm (longitud de onda absorbida por los ácidos nucleicos), así como el 
estado de pureza en el que se encuentra, por medio del ratio 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm. La 
presencia de picos a 280 nm indica presencia de contaminación proteica o fenol, lo cual afecta al 
ratio 260/280. El ratio considerado óptimo es 1,70-2,00. Otros contaminantes, como Ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), carbohidratos o fenoles, absorben a 230 nm y por ello el ratio 
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260 nm/230 nm es también importante, considerándose que el rango óptimo debe estar entre 
2,00-2,20. Todas las muestras de RNA utilizadas en este estudio cumplieron estas condiciones. 
7 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MASIVA MEDIANTE 
MICROARRAYS 
Los microarrays de expresión génica permiten analizar el perfil de expresión génica de todos los 
genes humanos conocidos, en muestras de distinta procedencia. Son nanodispositivos de plástico o 
cristal en los que se depositan distintos tipos de sondas. En este caso, seleccionamos como sondas 
oligonucleótidos de longitud variable (25-70 pares de bases) que representan los diferentes genes 
existentes en el ser humano, y que van a hibridar específicamente con el DNA complementario 
(cDNA) de cada gen de la muestra a analizar. El revelado posterior muestra qué grado de 
hibridación presenta cada gen y, de este modo, se determina su nivel de expresión. 
7.1 SELECCIÓN DE SUJETOS DE ESTUDIO  
Para este estudio se seleccionaron de la población inicial 27 sujetos, 6 de cada uno de los 5 grupos 
clínicos de estudio, a excepción del grupo de asintomáticos (en este grupo solo se estudiaron 3 
individuos). 
7.2 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE RNA 
El RNA total de estos sujetos se aisló de las PBMC (1.106 células) previamente cultivadas, según se 
ha descrito en el Apartado 4.3. La extracción del RNA se realizó siguiendo el método de Trizol 
(Invitrogen) como se indica en el Apartado 6. El RNA se cuantificó por espectrofotometría según se 
describe en el Apartado 6.2 y su integridad se confirmó con un bioanalizador de Agilent (Agilent 
Technologies) siguiendo el protocolo del Apartado 6.1.  
Los estudios de microarrays se realizaron a partir de mezclas equimolares de dos RNA (ratio 1:1) de 
sujetos del mismo grupo de estudio, en el mismo periodo de exposición al alérgeno y bajo las 
mismas condiciones de estimulación (ausencia/presencia de estímulo). Esta estrategia aporta 
beneficios ya demostrados en estudios anteriores (Kendziorski C.M. et al., 2005), puesto que 
permite maximizar el número de individuos que participan en el estudio, incrementar la potencia 
estadística y la representación de variabilidad intraindividuo. Por ello, se crearon 3 pools 
independientes para cada grupo clínico de estudio (sujetos no alérgicos, pacientes alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo, pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento y pacientes 
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alérgicos al polen de olivo con tratamiento específico) a excepción del grupo de asintomáticos en 
los que no se realizó la estrategia de mezclas equimolares (pools). Los sujetos que participaron en 
los pools aparecen indicados en la Tabla 4. 




Sujeto 1 Sujeto 2 
G1: No alérgicos 
1 S1.4 S1.5 
2 S1.7 G1.2 
3 S1.1 J1.2 
G2: Asintomáticos 
1 S2.1 - 
2 S2.5 - 
3 S2.9 - 
G3: Alérgicos no 
sensibilizados al polen de 
olivo 
1 J3.3 J3.5 
2 J3.4 J3.9 
3 G3.4 G3.3 
G4: Alérgicos al polen de 
olivo sin tratamiento 
1 S4.5 G4.4 
2 J4.5 J4.8 
3 J4.1 J4.6 
G5: Alérgicos al polen de 
olivo tratados AIT 
1 G5.2 M5.2 
2 J5.1 S5.4 
3 J5.5 G5.5 
La Tabla indica la procedencia de cada muestra y la composición individual de cada pool. Estos pools se repiten 
para cada condición experimental (ausencia/presencia de estímulos) en los dos periodos de exposición al 
alérgeno. 
El número total de muestras analizadas en el estudio de expresión masiva aparece desglosado en la 
Tabla 5. En total se realizó el estudio de 120 dispositivos de microarrays, uno por cada una de las 
muestras de RNA a analizar. 
Tabla 5. Número total de muestras de RNA utilizadas en los microarrays. 











/pools de RNA 
analizados 
G1: No alérgicos 6 2 4 48 24 pools 
G2: 
Asintomáticos 
3 2 4 24 24 muestras 
G3: Alérgicos no 
sensibilizados al 
polen de olivo 
6 2 4 48 24 pools 
G4: Alérgicos al 
polen de olivo 
sin tratamiento 
6 2 4 48 24 pools 
G5: Alérgicos al 
polen de olivo 
tratados con AIT 
6 2 4 48 24 pools 
TOTAL       216 120 
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7.3 MICROARRAYS DE EXPRESIÓN GÉNICA DE AFFYMETRIX 
Para realizar el análisis de la expresión génica de las muestras, se utilizó el chip de oligonucleótidos 
HuGe U133 plus 2.0 GeneChip de Affymetrix (Santa Clara, CA, Estados Unidos), que permite el 
estudio de 46.010 tránscritos y variantes del genoma humano. 
Las sondas de este dispositivo están diseñadas a partir de las bases de datos públicas GeneBank, 
dbEST y RefSeq. Para su correcta identificación, están nombradas con un número y diferentes tipos 
de sufijos que describen su capacidad para unirse a diferentes genes o variantes: 
 Sufijo “_at” significa que la sonda hibrida con un único tránscrito. 
 Sufijo “_a_at” significa que la sonda reconoce tránscritos múltiples del mismo gen. 
 Sufijo “_s_at” significa que la sonda reconoce múltiples tránscritos de genes diferentes. El 
90% de estas sondas representan variaciones de splicing. 
 Sufijo “_x_at” significa que no ha sido posible seleccionar una única sonda o conjunto de 
sondas para los diferentes tránscritos múltiples. Estas sondas hibridan de manera 
impredecible, ya que comparten secuencias idénticas para las variantes. 
Por cada sonda del chip (secuencia deseada o Perfect Match, PM), se coloca otra igual con una 
ligera modificación en la decimotercera base del oligonucleótido (secuencia cambiada o Mismatch, 
MM) que se utiliza para medir la hibridación inespecífica. El conjunto de PM y MM se llama Probe 
set (Maresso, K., Broeckel, U., 2008).  
El protocolo seguido para este análisis es el aconsejado por la casa comercial, tal y como se detalla 
en la Figura 12. Los procesos de transcripción, hibridación y escaneado de los microarrays se 
realizaron en el Parque Científico de la Universidad Complutense de Madrid.  
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Figura 12. Protocolo de HuGe U 133 plus 2.0 GeneChip de Affymetrix. 
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7.3.1 Protocolo de transcripción 
La transcripción consiste en la transformación de RNA a cRNA mediante una ronda doble de 
transcripción in vitro. En nuestro caso partimos de 80 ng de RNA por pool/muestra. Para las 
incubaciones necesarias en este protocolo, se utilizó un termociclador ABI 9.700 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). 
7.3.1.1 Preparación de las muestras y controles 
En primer lugar, se preparan los controles de RNA Poli-A y el buffer en el que van diluidos (ambos 
incluidos en el Poly-A RNA Control kit de Affymetrix). Para 80 ng de RNA de partida, se necesita una 
dilución 1:80.000 del Poli-A Control Stock diluido en el Poli-A Control Diluent Buffer hasta un 
volumen total de 100 µl. A continuación, estos controles se utilizan para preparar una mezcla con 
cebadores oligo(dT)-T7. Las cantidades reflejadas en la Tabla 6 son suficientes para 10 muestras. 
Tabla 6. Mezcla del buffer Poli-A/oligo (dT)-T7. 
Reactivo Volumen (µl) 
Cebadores oligo(dT)-T7 (50 µM) 2 
Controles Poli-A diluidos 2 
Agua libre de ribonucleasas 16 
Una vez preparado el buffer Poli-A RNA/oligo (dT)-T7 se mezcla con la muestra de RNA de estudio 
(Tabla 7). La mezcla se incuba a 70ºC durante 6 minutos y posteriormente, a 4ºC durante 2 minutos. 
Tabla 7. Mezcla de reacción del RNA/Buffer Poli-A/oligo (dT)-T7. 
 
7.3.1.2 Síntesis de la doble cadena de cDNA del primer ciclo  
Esta síntesis se produce en dos pasos: en una primera ronda se sintetiza la primera cadena del 
cDNA y en una segunda ronda de amplificación se hace bicatenario. 
7.3.1.2.1 Síntesis de la primera cadena de cDNA del primer ciclo 
En primer lugar, se prepara la mezcla de reacción indicada en la Tabla 8, cuyos componentes vienen 
incluidos en el kit Two-cycle cDNA Synthesis (Affymetrix) (cantidades por muestra). 
Reactivo Volumen (µl) 
Muestra de RNA 10-100 ng 
Buffer Poli-A RNA/oligo (dT)-T7 2 µl 
Agua libre de ribonucleasas  completar volumen hasta 5 µl 
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Esta mezcla se transfiere a las muestras de RNA que ya llevan la mezcla Poli-A/oligo (dT)-T7. La 
mezcla resultante (10 µl) se incuba durante 1 hora a 42ºC para que se lleve a cabo la reacción. 
Posteriormente, se aumenta la temperatura hasta 70ºC durante 10 minutos y se enfría, al menos 2 
minutos a 4ºC, para inactivar la enzima retrotranscriptasa. 
7.3.1.2.2 Síntesis de la segunda cadena de cDNA del primer ciclo 
Con los componentes del kit Two-Cycle cDNA Synthesis (Affymetrix) se prepara la mezcla de 
reacción indicada en la Tabla 9 (por cada muestra). 
Tabla 9. Mezcla de reacción para la síntesis de la segunda cadena de cDNA del primer ciclo. 
Reactivo Volumen (µl) 
Agua libre de ribonucleasas 4,8 
MgCl2 17,5 mM (recién preparado a 
partir de la solución 1mM) 
4 
dNTP, 10 mM 0,4 
E.coli DNA polimerasa I 0,6 
Rnasa H 0,2 
Esta mezcla se añade a la mezcla de reacción del paso anterior para formar 20 µl totales, que se 
incuban en las condiciones óptimas de actuación de la enzima: 2 horas a 16ºC, 10 minutos a 75ºC y 
se enfría a 4ºC. 
7.3.1.3 Síntesis y purificación del cRNA 
Una vez obtenido el cDNA, se realiza la transcripción in vitro para la síntesis del cRNA. Para ello se 
prepara la mezcla de reacción IVT (In Vitro Transcription Technology) como se indica en la Tabla 10 
(cantidades por muestra), a partir de los reactivos suministrados en el kit MEGAscript High Yield 




5X 1st Strand Reaction Mix 2 
DTT 0,1 M 1 
Inhibidor de ribonucleasas 0,5 
dNTPs 10 mM 0,5 
Enzima SuperScript II 1 
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Mezcla de la enzima MEGAscript T7 5 
La mezcla de reacción IVT se transfiere a la mezcla obtenida en el paso anterior (cDNA). Esta nueva 
mezcla (50 µl) se incuba a 37ºC durante 16 horas. En este punto la muestra se puede purificar o 
guardar a -20ºC. 
Para la limpieza del cRNA se utilizó el kit GeneChip Sample Cleanup Module (Affymetrix) que 
incorpora diferentes tampones de lavado. En primer lugar, se añaden 50 µl de agua libre de 
ribonucleasas y 350 µl de IVT cRNA Binding Buffer a la reacción IVT obtenida del paso anterior. Se 
agita mediante pipeteo y se añaden 250 µl de etanol (96-100%). El volumen total de la muestra 
(700 µl) se carga en la columna IVT cRNA Cleanup Spin Column, dentro de un tubo de 2 ml, se 
centrifuga durante 15 segundos a 8.000 g y se desecha el sobrenadante. La columna se transfiere a 
un nuevo tubo de 2 ml, donde se añaden 500 µl de IVT cRNA Wash Buffer y se centrifuga 15 
segundos a 8.000 g para eliminar el sobrenadante. En un siguiente paso de lavado, se añaden 500 
µl de etanol 80% (v/v) a la columna, se vuelve a centrifugar 15 segundos a 8.000 g y se desecha el 
sobrenadante. Para secar la membrana de la columna, se centrifuga durante 5 minutos a máxima 
velocidad (25.000 g), se elimina el sobrenadante y el tubo de 2 ml. El último paso consiste en la 
elución del cRNA obtenido. Para ello la columna se coloca en un tubo de 1,5 ml y se pipetean 13 µl 
de agua libre de ribonucleasas directamente en la membrana de la columna. Se mantiene a 
temperatura ambiente durante 4 minutos y se centrifuga 1 minuto a máxima velocidad (25.000 g). 
El cRNA se cuantifica en un Nanodrop (Apartado 6.2).  
7.3.1.4 Síntesis de la doble cadena de cDNA del segundo ciclo  
7.3.1.4.1 Síntesis de la primera cadena de cDNA del segundo ciclo  
En el segundo ciclo, se vuelve a sintetizar la primera cadena de cDNA a partir del material que se ha 
obtenido en el ciclo anterior. Para ello se utiliza el kit Two-Cycle cDNA Synthesis (Affymetrix). 
Primero, se realiza una disolución fresca de cebadores al azar (random) a una concentración final de 
0,2 µg/µl. Se añaden 2 µl de esta disolución al cRNA purificado anteriormente, junto con agua libre 
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de ribonucleasas, hasta un volumen de 11 µl. Se deja incubar 10 minutos a 70ºC y se enfría a 4ºC, 
durante al menos dos minutos. 
En un tubo aparte, se prepara la mezcla de reacción con los componentes indicados en la Tabla 11 
(por muestra). 
Tabla 11. Mezcla de reacción para la síntesis de la primera cadena de cDNA del segundo ciclo. 
Reactivo Volumen (µl) 
5X First Strand Reaction Mix 4 
DTT 0,1 M 2 
Inhbidor de RNAsas 1 
dNTPs 10mM 1 
SuperScript II 1 
Se añaden 9 µl de esta mezcla de reacción a cada muestra con los cebadores random hasta un 
volumen final de 20 µl. Se incuban a 42ºC durante 1 hora y se enfrían a 4ºC, se añade 1 µl de RNasa 
H a cada muestra y se incuba durante 20 minutos a 37ºC, 5 minutos a 95ºC durante 5 minutos y se 
guarda en frío. 
7.3.1.4.2 Síntesis de la segunda cadena de cDNA del segundo ciclo  
Para sintetizar la segunda cadena de cDNA del segundo ciclo, se preparan cebadores Oligo(dT)-T7 
diluidos a una concentración final de 5 µM. Se añaden 4 µl de cebadores a la muestra obtenida del 
paso anterior para tener un volumen final de 25 µl y se incuba 6 minutos a 70ºC, para 
posteriormente llevarlo a 4ºC. A continuación, se prepara una mezcla de 125 µl (por muestra) con 
los reactivos necesarios (Tabla 12) para realizar la síntesis de la segunda cadena de cDNA del 
segundo ciclo. Esta mezcla se añade a cada muestra, obteniendo un volumen total de 150 µl, que 
se incuba durante 2 horas a 16ºC. Se añaden 2 µl de DNA polimerasa T4 para después incubar 
durante 10 minutos a 16ºC, tras lo cual, se mantiene a 4ºC durante 2 minutos.  




Agua libre de ribonucleasas 88 
5X Second Strand Reaction Mix 30 
dNTPs 10 mM 3 
DNA polimerasa I de E. coli 4 
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7.3.1.4.3  Limpieza del cDNA de doble cadena 
Para limpiar el cDNA de doble cadena se añaden 600 µl de cDNA Binding Buffer al cDNA obtenido, 
asegurándose que el color de la disolución es amarillo. Si el color vira a naranja o violeta, se debe 
añadir 10 µl de acetato de sodio 3M, pH 5.0. A continuación, se añaden 500 µl de esta mezcla en 
una columna cDNA Cleanup Spin Column suministrada en el kit Sample Cleanup Module 
(Affymetrix) que se coloca dentro de un tubo de 2 ml y se centrifuga durante 1 minuto a 8.000 g, se 
elimina el sobrenadante y se carga la columna con la disolución sobrante para centrifugarla de 
nuevo. En el siguiente paso, se transfiere la columna a un nuevo tubo de 2 ml y se lava añadiendo 
750 µl del cDNA Wash Buffer en la columna, se centrifuga 1 minuto a 8.000 g y se elimina el 
sobrenadante. 
La membrana de la columna se seca, centrifugándola durante 5 minutos a máxima velocidad 
(25.000 g). Se transfiere la columna a un nuevo tubo de 1,5 ml y se eluye el cDNA con 14 µl de 
cDNA Elution Buffer. Finalmente, se incuba a temperatura ambiente durante 4 minutos y se 
centrifuga 1 minuto a máxima velocidad (25.000 g). De media, se obtienen unos 12 µl por cada 14 
µl de Elution Buffer. 
En este punto, no se recomienda la cuantificación del cDNA, ni mediante gel, ni por 
espectrofotometría, debido a la presencia de varias especies de ácidos nucleicos que podrían 
interferir con los resultados. 
7.3.1.5 Síntesis y limpieza del cRNA marcado con biotina 
Para la síntesis del cRNA marcado con biotina, se transfieren 12 µl de cDNA a la mezcla IVT cuya 
composición se detalla en la Tabla 13. 







Reactivo Volumen (µl) 
10X IVT Labeling buffer 4 
IVT Labeling NTP Mix 12 
IVT Labeling Enzyme Mix 4 
Agua libre de ribonucleasas completar hasta 40 µl 
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Estos componentes se mezclan y se incuban a 37ºC durante 16 horas. El cRNA se limpia añadiendo 
60 µl de agua libre de ribonucleasas al cRNA marcado y 350 µl de IVT cRNA Binding Buffer. 
Posteriormente, se añaden 250 µl de etanol (96-100%), se mezcla por pipeteo y se cargan 700 µl de 
la mezcla en una columna IVT cRNA Cleanup Spin Column colocada dentro de un tubo de 2 ml. Se 
centrifuga 15 segundos a 8.000 g y se desecha el sobrenadante. Se coloca la columna en un nuevo 
tubo de 2 ml, se lava añadiendo 500 µl de IVT cRNA Wash Buffer y se centrifuga 15 segundos a 
8.000 g, para luego eliminar el sobrenadante. Posteriormente, se añaden 500 µl de etanol al 80% 
(v/v) en la columna y se centrifuga durante 15 segundos a 8.000 g, desechando el sobrenadante. 
Finalmente se elimina la tapa de la columna y se centrifuga 5 minutos a máxima velocidad (25.000 
g), desechando el sobrenadante y el tubo.  
La columna se coloca en un nuevo tubo de 1,5 ml y se añaden 11 µl de agua libre de ribonucleasas 
directamente en la membrana de la columna para eluir la muestra, tras centrifugar 1 minuto a 
máxima velocidad (25.000 g). Este proceso se repite 2 veces.  
El cRNA puede ser ahora cuantificado mediante un nanodrop (Apartado 6.2) o un bioanalizador 
(Apartado 6.1). El cRNA se guarda a -70ºC. 
7.3.2 Hibridación 
La reacción de hibridación se realizó mediante el GeneChip Eukaryotic Hybridization Control kit 
(Affymetrix), mezclando los componentes de la Tabla 14, siguiendo el protocolo de la casa 
comercial. 
Tabla 14. Mezcla de reacción de hibridación. 
Reactivo Cantidad (µg )/Volumen (µl) 
cRNA 10 µg 
Controles de oligonucleótidos B2 (3nM) 3,3 µl 
Controles de hibridación (bioB, bioC, bioD, cre) 20X 10 µl 
DNA de esperma de arenque 10 mg/ml 
(Promega, Fitchburg, Winsconsin, Estados Unidos) 
2 µl 
BSA 50 mg/ml 2 µl 
Buffer de hibridación 2X 100 µl 
DMSO 20 
Agua libre de ribonucleasas Hasta 200 µl 
Para asegurar el correcto proceso de marcaje, se usan como controles positivos grupos de RNA 
poliadenilado. Estos RNA proceden de genes (lys, phe, thr y dap) de B. subtilis que no están 
presentes en las muestras eucariotas. Estos controles se amplifican y marcan junto a las muestras. 
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Examinando la intensidad de hibridación de estos controles podemos observar cómo ha ocurrido el 
proceso de marcaje, independientemente de la calidad de las muestras de RNA. 
El protocolo de hibridación consiste en calentar la mezcla a 99ºC durante 5 minutos para 
posteriormente incubarla a 45ºC durante 5 minutos. Mientras tanto, se humedece el canal de 
pruebas del chip con 200 µl del Hibridization Buffer 1X y se incuba durante 10 minutos a 45ºC (con 
rotación). Se cargan los canales con 200 µl de la mezcla que contiene el cRNA y se incuba el 
microarray en un horno de hibridación GeneChip Hibridization Oven 640 (Affymetrix) a 45ºC, a 60 
rpm, durante 16 horas. Después de este tiempo, se elimina la mezcla de hibridación y el chip se lava 
con 250 µl de Buffer A de lavado (compuesto de SSPE 6X, 0,01% Tween-20 y agua destilada) (SSPE: 
NaCl 3M, 0,2M NaH2PO4 y 0,02M de EDTA). Para marcar el microarray, se utilizó el protocolo de la 
casa comercial. Los reactivos utilizados se detallan en las Tablas 15 y 16. 
Tabla 15. Solución de marcaje (SAPE). 
Reactivo Volumen (µl) 
2X Buffer de tinción 600 
50 mg/ml BSA 48 
1 mg/ml de SAPE (Estreptavidina Ficoeritrina) 
 (Applied Biosystems)  
12 
Agua libre de ribonucleasas 540 
El volumen final (1200 µl) se divide en dos alícuotas 
Tabla 16. Solución de anticuerpos. 
Reactivo Volumen (µl) 
2X Buffer de tinción 300 
50 mg/ml BSA 24 
10 mg/ml de anticuerpos IgG sintetizados en cabra 6 
0,5 mg/ml anticuerpo biotinilado 3,6 
Agua libre de ribonucleasas 266,4 
La tinción y lavado del microarray se hicieron en la estación de fluidos Fluidics Station 450, 
seleccionando el protocolo EukGE-WS2v5_450. En los viales correspondientes, se cargan 600 µl de 
solución SAPE (vial 1), 600 µl de anticuerpo antiestreptavidina biotinilado (vial 2) y otros 600 µl de 
solución SAPE (vial 3). Se colocan las agujas dentro de los viales y se inicia el proceso, 
anteriormente mencionado, de manera automática. Tras este proceso, el chip está listo para ser 
escaneado. 
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7.3.3 Escaneado del microarray 
Los chips se escanearon en el Affymetrix GeneChip Scanner 3.000 (Affymetrix) que genera archivos 
“.dat”. Esta información se procesa mediante el Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS) que 
calcula los datos de intensidad para cada sonda, generando los archivos “.cel” (Cell Intensity File) 
mediante el algoritmo Microarray Suite 5.0 (MAS5.0). 
7.3.4 Corrección y normalización de los datos 
Los resultados de expresión obtenidos en los archivos “.cel” incluyen variaciones introducidas 
durante la preparación de muestra, manipulación del microarray y su procesamiento (marcaje, 
hibridación y escaneado) que pueden interferir con las variaciones biológicamente relevantes 
(Hartemink A.J. et al., 2001). Por ello, es necesario procesar, corregir y normalizar los datos 
obtenidos. 
El background de las señales de cada sonda se corrigió usando la metodología RMA (Robust 
Multiarray Averaging). Este método, que se utiliza para la medición de la expresión génica a nivel 
de probeset (pares de oligonucleótidos que representan cada gen), se basa en la medición de log2 
[B(PM)], donde B(PM) son las intensidades de los PM (Perfect Match) corregidas frente al fondo MM 
(Mismatch) (Irizarry R.A. et al., 2003).  
La intensidad de la señal se normalizó usando el algoritmo de normalización por cuartiles (Boltstad 
B.M. et al., 2003). Esta normalización intenta que la distribución de las intensidades de las sondas 
sea la misma para todos los microarrays. Para ello se usó el programa Partek Genomics Suite. 
7.3.5 Análisis de Componentes Principales (PCA) 
Esta herramienta permite reducir la multidimensionalidad de los datos obtenidos por microarrays 
manteniendo las características que más contribuyen a su varianza, lo que facilita el análisis y la 
visualización de los datos. Matemáticamente, el PCA transforma los datos a un sistema de 
coordenadas en el que la mayor varianza de la proyección de los datos se representan en la 
primera coordenada (primer componente principal) y la segunda mayor varianza en la segunda 
coordenada (segundo componente principal). Este análisis se realizó mediante el programa Partek 
Genomics Suite. 
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7.3.6  Análisis estadístico de las diferencias de expresión 
génica 
Para determinar las diferencias de expresión de cada sonda entre las diferentes muestras 
comparadas, se calculó el valor del Fold Change (definido como la relación entre las medias de 
expresión génica de dos condiciones experimentales) y se usó el test estadístico t-limma 
moderadas, obteniéndose un valor del estadístico t y su correspondiente p-valor (raw p values). 
Para la interpretación de los resultados se considera que un Fold Change de 1 o -1 es un no cambio 
en la expresión de la sonda (entre las dos condiciones/muestras comparadas) mientras que un Fold 
Change de 2 corresponde a duplicar la expresión de la sonda y un valor de -2 indica un descenso 
de expresión a la mitad. 
Por convenio se considera, para cada sonda y para cada comparación, que las diferencias de 
expresión son estadísticamente significativas si el Fold Change es superior o igual a 2 o inferior o 
igual a -2 y el p-valor es ≤0,05.  
Debido a la complejidad del estudio estadístico, contamos con la colaboración de los expertos Dr. 
Manuel Mata (Adjunto de Investigación del Área de Medicina Molecular del Hospital General 
Universitario de Valencia), Dr. David Montaner y D. Joaquín Dopazo, especialistas en microarrays 
del Departamento de Bioinformática de la Unidad de Genómica Funcional del Centro de 
Investigación Príncipe Felipe (CIPF) quienes analizaron las comparaciones y corrigieron el p-valor 
(raw p values), aplicando la corrección Benjamini-Hochberg para obtener el p-valor ajustado (adj p 
values). El objetivo era minimizar los falsos positivos del estudio (Benjamini Y., Hochberg Y., 1995) y 
controlar el FDR (False Discovery Rate), establecido en el 5%. 
Todos los análisis fueron realizados usando el Babelomics web suite (Medina I. et al., 2010), una 
plataforma que integra varias herramientas para el análisis de datos genómicos. 
7.3.7 Análisis funcional de los datos de expresión génica 
Además de analizar la expresión diferencial de los genes, se realizó un análisis funcional de los 
mismos, para ello, se utilizaron los bloques funcionales de dos bases de datos, Gene Ontology (GO) 
Biological processes y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathways. Aunque estas 
bases de datos están muy relacionadas entre sí, KEGG se centra en rutas metabólicas, mientras que 
GO cubre procesos celulares y funciones moleculares. Para encontrar diferencias de expresión entre 
los bloques funcionales en cada una de las comparaciones establecidas, usamos modelos de 
regresión previamente descritos (Sartor M.A. et al., 2009; Montaner D., Dopazo J., 2010).  
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Para cada ruta o proceso biológico se obtuvo un valor de Log Odds Ratio (LOR), que proporciona 
información sobre el enriquecimiento de la vía/proceso. De tal modo que, si en una determinada 
comparación el valor de LOR es positivo, se considera que el bloque funcional está enriquecido 
para la primera condición de la comparación, mientras que si el valor es negativo, el bloque 
funcional está enriquecido en la segunda condición. 
Para evaluar si hay diferencias estadísticamente significativas en una determinada comparación, 
para un proceso biológico o ruta funcional, se usó el estadístico t-limma moderado. Sobre este, se 
calculó el valor de p y se realizaron correcciones convencionales de multiple testing (Benjamini Y., 
Hochberg Y., 1995).  
Al igual que en el estudio de expresión génica diferencial, se definió la significación estadística en p 
≤0,05. 
8 VALIDACIÓN DE GENES MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE 
LA POLIMERASA CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qRT-PCR) 
Un requisito indispensable en el estudio de expresión génica mediante microarrays es la validación 
de los resultados obtenidos. En este caso, se validaron solo los datos obtenidos en el grupo de los 
sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento, en las muestras recogidas fuera del periodo de 
polinización. El objetivo era simular, a nivel de laboratorio, las condiciones ambientales que sufren 
los alérgicos en contacto con el antígeno, en este caso, los estímulos seleccionados, y no una 
sobreexposición como sería el estudiar las muestras durante el periodo de polinización.  
8.1 SELECCIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO 
La población seleccionada para validar los resultados anteriores, estuvo formada por 12 sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento, seleccionados de la población inicial.  
8.2 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Las PBMC de los sujetos de estudio (muestras recogidas fuera del periodo de polinización) fueron 
estimuladas in vitro según el Apartado 4 de Materiales y Métodos y, transcurridas 24 horas, se 
extrajo el RNA según se indica en el Apartado 6 de Materiales y Métodos.   
De manera similar al estudio de expresión génica diferencial mediante microarrays, las muestras de 
RNA se analizaron mediante pools, siendo estos, mezclas equimolares de RNA procedentes de dos 
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pacientes distintos (ratio 1:1) para cada una de las condiciones experimentales. Cada pool tiene una 
concentración de RNA estimada de 20 ng/µl. 
Se analizaron un total de 20 pools (5 para cada condición experimental). Todas las muestras 
analizadas en este caso fueron recogidas fuera del periodo de polinización. Los sujetos 
participantes en cada pool se detallan en la Tabla 17. 
Tabla 17. Configuración de los pools utilizados en la validación de datos. 
Estímulo 
Nombre del 
Pool  Sujeto Estímulo 
Nombre del 
Pool Sujeto 
RNA (1:1) RNA (1:1) 








 Basal pool 2 
J4.4 





Basal pool 3 
J4.2 




 Basal pool 4 
S4.1 




 Basal pool 5 
J4.6 
P2+3 pool 5 
J4.6 
  J4.8 J4.8 
Olea 





























8.3 SELECCIÓN DE GENES A VALIDAR 
De todos los genes que mostraron una expresión diferencial (en el estudio de microarrays), entre 
las distintas condiciones experimentales (presencia o ausencia de estímulo), en el grupo de sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento; seleccionamos los más relevantes en función de los 
siguientes criterios:  
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 Criterios estadísticos. Se seleccionaron los genes que tuvieron un Fold Change ≥2 o ≤-2 y 
un p-valor ≤0,05 (sin ajustar) en al menos una de las comparaciones planteadas. 
 Criterios funcionales. Ser representativos del mayor número posible de rutas y procesos 
biológicos. 
Finalmente y por razones metodológicas, se seleccionaron para su validación 189 genes. Además, 
se seleccionaron 3 genes endógenos o de referencia comúnmente utilizados en los estudios de 
expresión génica de PBMC: 18S, GAPDH y 2 microglobulina. Con estos 192 genes se diseñaron 
tarjetas microfluídicas de 384 pocillos (Applied Biosystems) para su estudio, mediante la reacción 
en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). 
8.4 ANÁLISIS DE MUESTRAS POR qRT-PCR EN TARJETAS MICROFLUÍDICAS 
 
Las muestras de RNA del estudio se enviaron a la Unidad de Genómica del Parque Científico de 
Cantoblanco-UAM donde se realizaron las validaciones de los genes seleccionados mediante qRT-
PCR. 
El primer paso es realizar la transcripción reversa, para convertir el RNA en cDNA mediante el kit 
High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Bisystems) siguiendo el protocolo de la casa comercial. En 
primer lugar, se prepara una reacción con un volumen final de 20 μl, de los cuales 4 μl 
corresponden a la mezcla de reacción High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Applied Biosystems) 
que incluye enzima retrotranscriptasa, cebadores, MgCl2, dNTP y el buffer de la reacción en 
concentraciones optimizadas por el fabricante. Se añade el volumen adecuado de material genético 
(aproximadamente 200 ng de RNA de cada pool) y se ajusta con agua libre de ribonucleasas hasta 
los 20 μl totales. La reacción de retrotranscripción (paso de RNA a cDNA) se lleva a cabo en un 
termociclador modelo GeneAmp PCR System 9.700 (Applied Biosystems) con el siguiente programa: 
60 minutos a 37ºC y 5 minutos a 95ºC. 
Los cambios de expresión génica se analizaron mediante tarjetas microfluídicas (TLDA) de 384 
pocillos (Applied Biosystems). La expresión de cada gen se detecta mediante sondas Taqman Gene 
Expression (Applied Biosystems). Así, en cada uno de los 384 pocillos se insertan las sondas Taqman 
y los cebadores correspondientes al gen que se quiere analizar. Cada placa tiene 8 puertos por los 
que se cargan hasta 100 ng de cDNA de cada pool, diluidos en 50 µl junto con 50 µl de Master Mix 
Taqman Gene Expresion (Applied Biosystems) que contiene AmpliTaq Gold DNA Polimerasa 
ultrapura, dNTP con dUTP, un fluoróforo de referencia pasiva ROX y componentes de buffer, en 
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concentraciones optimizadas por el fabricante. A continuación, se centrifuga la placa a 1.200 rpm 
en una centrífuga Heraeus (Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos), durante 2 minutos, para 
resuspender las sondas Taqman y los cebadores. Posteriormente, se sella la placa con una selladora 
Taqman Array Micro Fluidic Card Sealer (Applied Biosystems) para evitar la evaporación de las 
muestras. La reacción se llevó a cabo en un sistema de cuantificación a tiempo real 7.900HT System 
(Applied Biosystems) con el programa SDS Software (Applied Biosystems) durante un total de 40 
ciclos (15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC). 
En este trabajo se realizaron 20 tarjetas microfluídicas, una tarjeta por cada uno de los pools de 
RNA. En cada una de ellas se analizó la expresión de los 192 genes (189 genes seleccionados más 3 
genes de referencia: 18S, GAPDH, Ǆ2-microglobulina) por duplicado.  
8.5 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS DE EXPRESIÓN GÉNICA OBTENIDOS POR 
qRT-PCR  
Para analizar las diferencias de expresión génica entre las distintas condiciones experimentales 
estudiadas, PBMC en ausencia/presencia de un estímulo determinado, se siguieron varios pasos: 
8.5.1 Normalización, filtrado de los resultados y análisis 
estadístico 
La expresión de cada gen en cada pool se calculó en base al ciclo umbral (Ct) en la qRT-PCR, siendo 
el Ct, el ciclo en el que la expresión del gen comienza a ser exponencial. La expresión de los 189 
genes analizados se normalizó respecto a la expresión del gen endógeno 18S (el gen que en 
nuestro caso daba mayor fiabilidad de los 3 analizados) siguiendo la expresión ΔCt = Ct (gen) - Ct 
(18S). Aquellas réplicas que presentaron una desviación estándar elevada o cuyo valor Ct fue nulo 
se descartaron del estudio. 
La normalización, el filtrado de datos y el análisis estadístico (se fijó el umbral de significación 
estadística en p-valor ≤0,05) de cada una de las comparaciones establecidas, se realizaron 
mediante el programa StatMiner. Además, con este mismo programa, se clasificaron las muestras 
según su expresión génica, con un modelo jerárquico no supervisado (Heat maps) en el que se 
agrupan los genes y las muestras (pools) de RNA en función de su similitud. 
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8.6 ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS DATOS DE EXPRESIÓN GÉNICA  
Aquellos genes que mostraron una expresión diferencial estadísticamente significativa en, al 
menos, una de las comparaciones, fueron reanalizados desde un punto de vista funcional mediante 
dos programas informáticos: DAVID Bioinformatics Resources 6.7 y STRING 9.0.  
El programa DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) permite identificar 
patrones biológicos enriquecidos, particularmente términos GO, y descubrir genes funcionalmente 
relacionados. Para ello, se introducen los nombres de los genes en la base de datos y esta, los 
clasifica en grupos de genes que tienen un rol común. Debido su múltiple funcionalidad, los genes, 
pueden aparecer en más de un grupo funcional.  
Por otro lado, las interacciones de las proteínas codificadas por los genes se analizaron utilizando la 
base de datos STRING 9.0 (Known and Predicted Protein-Protein Interactions) (http://string-db.org/). 
Se introdujo el listado de las proteínas codificadas por los genes con expresión diferencial en la 
pestaña Multiple names. La base de datos devuelve un gráfico con información detallada de cada 
proteína y sus conexiones con otras. Las conexiones interproteicas las califica como: 
 Neighbourhood (proximidad). Proteínas con un contexto genómico similar en diferentes 
especies, lo que sugiere una función parecida. 
 Fusion-fission events (eventos de fusión). Proteínas fusionadas en algunos genomas, 
donde muy probablemente funcionan juntas, aunque en otros genomas no estén 
fusionadas. 
 Occurrence (concordancia). Proteínas con una función similar o que aparecen en la misma 
vía metabólica. Suelen expresarse juntas o tener un perfil filogenético similar. 
 Coexpression (coexpresión). Asociación predictiva entre genes basada en los patrones de 
expresión simultánea. 
 Experiments (experimentos). Interacciones proteicas a partir de otras bases de datos de 
interacciones proteína-proteína. 
 Databases (bases de datos). Interacciones de grupos de proteínas descritas en las bases 
de datos. 
 Textmining (anotación). Interacciones entre grupos de proteínas extraídos a partir de la 
literatura científica. 
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Las proteínas con funciones relacionadas tienen distribuciones conectadas y estables en su 
expresión génica. Esto permite visualizar posibles candidatos para un determinado tipo de 
respuesta (en este caso, la respuesta alérgica frente a polen de olivo). Con todos estos datos, se 
mejora el conocimiento acerca de la conectividad de los genes implicados y pueden priorizarse 
futuros ensayos funcionales. 
9 ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN-BLOT 
Para comprobar si las modificaciones de expresión de genes encontradas se correlacionan con 
cambios a nivel proteico, se cuantificaron los niveles de proteínas de algunos genes 
diferencialmente expresados entre las distintas condiciones experimentales. Para realizar este 
estudio, se extrajeron las proteínas de PBMC estimuladas durante 72 horas (Apartado 4.3. de 
Materiales y Métodos), de 10 sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento (en muestras 
recogidas fuera del periodo de polinización). 
9.1  EXTRACCIÓN PROTEICA 
La extracción de proteínas se realizó siguiendo el protocolo de extracción de Trizol (Invitrogen). 
Cada millón de células se resuspende en 800 µl de Trizol en un tubo Eppendorf de 2 ml y se agita 
en un agitador tipo vortex. A continuación, se añaden 160 µl de cloroformo (Sigma-Aldrich) y se 
agita vigorosamente, incubándose a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Posteriormente, 
las muestras se centrifugan a 12.000 g durante 15 minutos a 4ºC en una microfuga Mikro 24-48 
(Hettich AG). Tras la centrifugación observamos tres fases claramente diferenciadas: 
 Fase superior. Fase acuosa, donde se localiza el RNA. 
 Interfase. DNA. 
 Fase inferior. Fenol/cloroformo (fase proteica). 
La fase inferior se transfiere a un tubo nuevo y se añaden 240 µl de etanol 100%. Mezclamos por 
inversión y se deja a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos. Transcurrido ese tiempo, la muestra 
se centrifuga a 2.000 g durante 5 minutos. Tras la centrifugación, se recoge el sobrenadante y se 
añaden 1.200 µl de isopropanol, se agita con un agitador tipo vortex, se deja a temperatura 
ambiente 10 minutos y se centrifuga a 12.000 g durante 10 minutos para posteriormente, desechar 
el sobrenadante. El pellet se resuspende en 1.600 µl de hidróxido de guanidina en etanol al 95% 
(0,3M) y se lava a temperatura ambiente durante 20 minutos. A continuación, la muestra se 
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centrifuga durante 5 minutos a 7.500 g y se desecha el sobrenadante (este paso de lavado se 
realiza tres veces). Posteriormente, al pellet se añaden 1.600 µl de etanol al 100% y se incuba 20 
minutos para luego centrifugar la muestra durante 5 minutos a 7.500 g. Se elimina el sobrenadante 
y se deja secar durante 10 minutos. Finalmente, el pellet proteico se disuelve en 100 µl de 
dodecilsulfato sódico (SDS) al 1%. 
9.2 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
La cuantificación proteica se realizó siguiendo el método del Ácido Bicinconínico (BCA), utilizando 
el Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos). El principio de este 
método reside en que en un medio alcalino los enlaces peptídicos de las proteínas reducen Cu2+ y 
estos, al unirse con moléculas de BCA, absorben luz a 562 nm. La absorción del compuesto es 
proporcional a la concentración de proteína presente. Para establecer la relación entre una cierta 
absorción y una determinada concentración de proteína, se prepara una serie de muestras 
estándares (concentraciones seriadas) de albúmina de suero bovino (BSA), desde 0 µg/ml hasta 
2.000 µg/ml. Se pipetean, por duplicado, 25 µl de cada muestra estándar y cada una de las 
muestras a cuantificar, en placas de 96 pocillos (Costar, Cambridge, Estados Unidos). A cada pocillo 
se le añaden 100 µl del BCA Working Reagent (WR) preparado a partir de la mezcla de 50 partes del 
BCA Reagent A con 1 parte del BCA Reagent B. La placa se incuba 37ºC durante 30 minutos para 
que se lleve a cabo la reacción y posteriormente, se mide la absorbancia a 562 nm en un 
espectrofotómetro de placas, en este caso se usó el Infinite F200 (Tecan, Männedorf, Suiza). 
Cuando se han obtenido los valores de absorbancias, se realiza una regresión lineal con los valores 
obtenidos para las muestras estándares. En el eje de las X se indican la concentración en µg/ml y en 
el de las Y, la absorción, en unidades de absorción. Finalmente se interpola el valor de absorbancia 
que hemos obtenido para la muestra a cuantificar, para determinar la concentración proteica de la 
misma. 
9.3 ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS 
La electroforesis se realizó con la tecnología Novex de Life Technologies (Carlsbad, California, 
Estados Unidos). Se desnaturalizaron alícuotas de 10 µg de proteína, de cada una de las 
condiciones experimentales, a 70ºC durante 10 minutos en presencia del agente reductor (Bolt 
Reducing Agent) y del tampón de carga (LDS Sample Buffer). Las proteínas se separaron en geles de 
poliacrilamida al 12%. Como tampón de electroforesis se usó el tampón Tris-Glicina: Tris base (1,5 
M), glicina (0,2 M), SDS (0,1%). La electroforesis se resolvió con el sistema Bolt Mini Gel Tank a 135 
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V (voltios) durante 90 minutos. Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfieren a una 
membrana de nitrocelulosa con el sistema semiseco Blot Dry System de Life Technologies, 
siguiendo instrucciones del fabricante. La transferencia se realizó con un programa de 7 minutos, 
primero a 20 V durante 1 minuto, seguido de 23 V durante 4 minutos, para finalizar con 25 V 
durante 3 minutos. 
Para comprobar la correcta transferencia de las proteínas a la membrana de nitrocelulosa, se tiñe 
con Rojo Ponceau al 0,1% (peso/volumen) en 5% de ácido acético (Sigma Aldrich) durante 1 
minuto. Una vez que se visualizan las bandas proteicas, las membranas se lavan con agua destilada 
para iniciar el proceso de inmunodetección. 
9.4 INMUNODETECCIÓN  
El proceso de inmunodetección se realizó utilizando el WesterBreeze Chemiluminescent Western 
Blot kit (Invitrogen).  
El primer paso es el bloqueo de la membrana de nitrocelulosa en la que se encuentran las 
proteínas, con 10 ml de la solución de bloqueo, Blocking Solution (preparada con 7 ml de agua 
destilada, 2 ml de la solución Blocker/Diluent Part A y 1 ml de la solución Blocker/Diluent Part B), 
durante 30 minutos en agitación. Transcurrido ese tiempo, la membrana se lava sucesivas veces con 
agua destilada para incubarla con anticuerpos específicos de la proteína que se quiere estudiar. En 
este caso utilizamos los anticuerpos primarios IgG policlonales específicos de anti-Ǆ-ACTINA, anti-
EBI3 (virus 3 inducido por Epstein-Barr), anti-FPR3 (receptor 3 del péptido formil) y anti-TREM1 
(receptor iniciador 1 expresado en células mieloides) sintetizados en conejo, (Tabla 18), diluidos en 
solución de bloqueo (Blocking Solution). La incubación se realiza en agitación durante toda la noche 
a 4ºC. Al día siguiente, las membranas se lavan con 20 ml de la solución de lavado (preparada a 
partir de 15 partes de agua destilada por cada parte del Antibody Wash Solution) durante 5 minutos 
(3 veces) para posteriormente incubarlas con 10 ml del anticuerpo secundario conjugado con 
fosfatasa alcalina, suministrado en el kit, [Secondary Antibody Solution (IgG anti-rabbit)] durante 30 
minutos y en agitación. A continuación, se realizan tres lavados de la membrana con la solución de 
lavado y se inicia el revelado, aplicando 1 ml de Chemiluminescent Substrate (previamente 
preparado) que se deja a temperatura ambiente durante cinco minutos. Transcurrido el tiempo se 
elimina el excedente del líquido secando con papel de filtro. La impresión de la imagen se realiza 
con papel fotográfico Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare). 
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Tabla 18. Características de los anticuerpos utilizados. 
Anticuerpo primario Realizado en  Dilución utilizada Casa Comercial 
IgG Anti-Ǆ-ACTINA humano Conejo 1/1.000 Cell Signaling 
IgG Anti-EBI3 humano Conejo 1/200 Santa Cruz 
IgG Anti-FPR3 humano Conejo 1/300 Abcam 




La película fotográfica, expuesta a quimioluminiscencia, se reveló en una cámara oscura, con una 
reveladora. Los tiempos de revelado oscilaron en función del anticuerpo utilizado (entre 30 
segundos y 10 minutos). La imagen resultante se digitalizó usando el Gel Doc EZ Imagen (Bio-Rad) 
y el análisis de los resultados se realizó mediante densitometría con el Quantity One 1-D Analysis 
Software (Bio-Rad). Cada banda obtenida (para cada condición experimental y anticuerpo) se 
relativizó a la obtenida para la Ǆ-ACTINA.  
Tras el revelado, algunas de las membranas de nitrocelulosa se deshibridaron mediante la solución 
Re-blot Plus (Millipore, California, Estados Unidos), con una dilución 1:20 en agua destilada para, 
posteriormente, volverlas a hibridar con otro de los anticuerpos. 
10 ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN E INHIBICIÓN DE LA RESPUESTA 
PROLIFERATIVA DE PBMC 
Siguiendo los criterios de selección, clasificación y nomenclatura de los sujetos de estudio, durante 
los meses de marzo y abril del año 2014 (fuera del periodo de polinización) recibimos muestras de 
sangre de una nueva población de 8 sujetos alérgicos al polen de olivo y 5 sujetos controles sanos, 
(seleccionados con los criterios establecidos previamente (Apartados 1.1 y 1.2 de Materiales y 
Métodos). Estas muestras se procesaron según Apartado 2 de Materiales y Métodos.  
Los ensayos consistieron en medir el porcentaje de proliferación que inducían determinados 
estímulos relacionados con el polen de olivo, bajo 5 condiciones distintas, utilizando como control 
positivo el mitógeno PHA, a una concentración de 2,5 µg/ml en las PBMC extraídas: 
1. PBMC cultivadas sin ningún estímulo (condición Basal). 
2. PBMC cultivadas en presencia de Olea (25 µg/ml). 
3. PBMC cultivadas en presencia del Péptido 2+3 (5 µg/ml). 
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4. PBMC cultivadas en presencia del Péptido 10+12+13 (5 µg/ml). 
5. PBMC cultivadas en presencia de los Péptidos 2+3 (5 µg/ml) y 10+12+13 (5 µg/ml). 
En estos mismos ensayos se midió la capacidad de inhibición de la respuesta proliferativa por parte 
de los Péptidos: 
 Ensayos de reversión de la respuesta específica frente a Olea: 
1. PBMC cultivadas en presencia de Olea (25 µg/ml) y 24 horas después se añadió al medio 
de cultivo el Péptido 2+3 (5 µg/ml). 
2. PBMC cultivadas en presencia de Olea (25 µg/ml) y 24 horas después se añadió al medio 
de cultivo el Péptido 10+12+13 (5 µg/ml). 
3. PBMC cultivadas en presencia de Olea (25 µg/ml) y 24 horas después se añadió al medio 
de cultivo los Péptidos 2+3 (5 µg/ml) y 10+12+13 (5 µg/ml). 
 Ensayos de preestimulación con los Péptidos (inhibición previa de la respuesta 
proliferativa): 
1. PBMC cultivadas en presencia del Péptido 2+3 (5 µg/ml) y 24 horas después se añadió al 
medio de cultivo Olea (25 µg/ml). 
2. PBMC cultivadas en presencia del Péptido 10+12+13 (5 µg/ml) y 24 horas después se 
añadió al medio de cultivo Olea (25 µg/ml). 
3. PBMC cultivadas en presencia de los Péptidos 2+3 (5 µg/ml) y 10+12+13 (5 µg/ml) y 24 
horas después se añadió al medio de cultivo Olea (25 µg/ml). 
Se cultivaron 200 ul de la suspensión celular a una concentración de 1.106 células/ml, en medio de 
cultivo completo, en placas de 96 pocillos con fondo en U (Costar).  
A los seis días de incubación, las placas se centrifugaron a 675 g. Se retiró el sobrenadante y se 
añadió al pellet celular de cada pocillo, 100 µl de medio de RPMI-1640 (Lonza) no suplementado. 
Para determinar el índice de estimulación se utilizó el Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (Promega). Es un sistema colorimétrico que permite determinar el número de 
células viables en proliferación. La efectividad de la técnica radica en que el MTS tetrazolium es 
reducido por las células a formanzán, producto coloreado y soluble en medio de cultivo, cuyos 
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niveles de absorbancia se detectan a 490 nm. Esta reacción está acoplada a la producción de 
NADPH producida por enzimas deshidrogenasas en células metabólicamente activas. Así, a cada 
pocillo, se le añadieron 20 µl de este producto y se dejó actuar durante 90 minutos a 37ºC en una 
atmósfera con 5% CO2. Para medir la absorbancia (Abs) se utilizó un espectrofotómetro de placas 
Infinite F200 (Tecan). En la cuantificación, se restó a cada valor, el valor de absorbancia obtenido en 
los pocillos blanco: con medio de cultivo RPMI-1640 (Lonza) pero sin células; de modo que Abs= 
Abs para cada condición experimental- Abs medio cultivo. 
Se realizó la media de las absorbancias obtenidas para cada condición experimental de cada uno 
de los pacientes, y se calculó el índice de estimulación como el cociente entre la absorbancia media 
obtenida para condición experimental respecto a la obtenida en la condición Basal, considerando 
siempre que la relación de absorbancia obtenida entre el PHA/Basal debía ser superior a 1. Para 
referenciar la capacidad inmunomoduladora o de inhibición de los péptidos, se tomó como 
referencia el resultado de las muestras estimuladas con Olea, al que se le otorgó el valor de 100 y 
sobre el que se relativizó el I.E. de las demás muestras. 
11 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Los datos obtenidos en el estudio de anticuerpos, citocinas, niveles de expresión proteica y ensayos 
de proliferación celular se analizaron utilizando los test análisis de la varianza (ANOVA), test de 
Fisher, test Ⲭ2 y t de Student (para muestras pareadas y no pareadas) según el caso. Para ello se 
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1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 
Las características demográficas y clínicas de los 84 sujetos de estudio se resumen en la Tabla 19. 
Tabla 19. Características demográficas y clínicas de los sujetos de estudio. 
Grupo clínico N Edad (años) 
Sexo (%) mujer 
/hombre 
Diagnóstico clínico 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 17 40,3 ± 13,3 5 44/56 4,5 Sanos 
Grupo 2: Sujetos asintomáticos* 10 33,6 ± 6,6 60/40 Subclínicos 
Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo 
20 33,5 ± 12,2 42/58 4,5 
27,7% Anafilaxia  
16,6% Reacción a 
picadura de insecto  
38,8% Asma/Rinitis  
16,6% Rinitis 
Grupo 4: Sujetos alérgicos al polen 
de olivo sin tratamiento 
22 35,2 ± 11,7 76/24 1,3 
86,6% Asma/Rinitis 
13,3% Rinitis 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al polen 
de olivo tratados con 
inmunoterapia específica (AIT) 
15 30,8 ± 10,4 1 87/13 1,3 
**83,3% Asma/Rinitis 
16,6% Rinitis 
*Pruebas cutáneas positivas al extracto de Olea europaea, pero sin síntomas clínicos. **Los síntomas reflejados 
por los pacientes del grupo 5 son los que presentaron antes del tratamiento específico. 1 Diferencias 
estadísticamente significativas con el grupo 1. 3 Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 3. 
4Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 4. 5 Diferencias estadísticamente significativas con el 
grupo 5 (p ≤0,05).  
1.1  CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS 
En el momento de la recogida de las muestras, el grupo que presentaba la mayor edad media fue 
el de los sujetos no alérgicos (40,3 ± 13,3 años). La menor edad media correspondió al grupo de 
pacientes alérgicos al polen de olivo tratados con inmunoterapia específica (AIT) (30,8 ± 10,4 años), 
siendo las diferencias de edad estadísticamente significativas entre estos dos grupos.  
En cuanto al género, se reclutaron un mayor porcentaje de mujeres en los grupos de sujetos 
alérgicos al polen de olivo, tanto con tratamiento (87%) como sin él (76%), siendo estas diferencias 
estadísticamente significativas al compararlas con los grupos de sujetos no alérgicos (44%) y 
pacientes alérgicos no sensibilizados al polen de olivo (42%). 
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1.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 
Los 17 sujetos incluidos en el grupo de no alérgicos se diagnosticaron como sanos tras la 
exploración física y no mostraron resultado positivo frente a ningún extracto alergénico en las 
pruebas cutáneas. 
Los 10 sujetos incluidos en el grupo de sujetos asintomáticos, no referían sintomatología alérgica 
aunque presentaron test cutáneo positivo frente al extracto de polen de olivo. 
De los 20 sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo (grupo 3), el 27,7% había sufrido al 
menos un episodio de anafilaxia (en su mayoría causada por medicamentos), el 16,6% había 
experimentado algún tipo de reacción a picadura de insecto, el 38,8% refería asma y rinitis y el 
16,6% solo rinitis. Todos ellos presentaron, al menos, un resultado positivo en las pruebas cutáneas 
frente a otros pólenes diferentes del olivo, a epitelio animal (perro, gato) y/o ácaros.  
El grupo de pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento incluyó 22 sujetos con pruebas 
cutáneas positivas frente al extracto de polen de olivo, que nunca habían sido tratados para esta 
alergia. Clínicamente, presentaban en su mayoría asma y rinitis (86,6%), aunque un pequeño 
porcentaje padecía solo rinitis (13,3%). 
Los pacientes alérgicos al polen de olivo tratados con AIT (n=15) mejoraron su sintomatología 
clínica tras el tratamiento. Los síntomas reflejados en la Tabla 19 son los que presentaron los 
pacientes antes del tratamiento específico. 
2 NIVELES DE IgE TOTAL Y ANTICUERPOS IgE ESPECÍFICOS FRENTE 
AL EXTRACTO COMPLETO DE POLEN DE Olea europaea EN 
SUERO 
Para caracterizar la población de estudio, se cuantificaron los niveles de IgE total y anticuerpos IgE 
específicos frente al extracto de polen de Olea europaea en suero. Las Figuras 13 y 14 muestran los 
niveles medios obtenidos en cada grupo, destacando las diferencias significativas entre ellos. 
En el análisis de los datos de IgE total (Figura 13), los niveles medios más bajos se encontraron en 
el grupo de sujetos no alérgicos, tanto durante como fuera del periodo de polinización (Unidades 
Internacionales por mililitro, UI/ml, expresados en medias ± desviación estándar) (70,10 ± 91,00 
UI/ml y 75,80 ± 79,00 UI/ml respectivamente), mientras que los mayores niveles se observaron en el 
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grupo de sujetos asintomáticos (450,00 ± 790,00 UI/ml durante la polinización; 462,00 ± 488,00 
UI/ml, fuera). 
Durante el periodo de polinización, la única diferencia estadísticamente significativa se encontró 
entre el grupo de pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento (191,30 ± 194,00 UI/ml) y el 
grupo de sujetos no alérgicos (70,10 ± 91,00 UI/ml) (Figura 13 A).  
Fuera del periodo de polinización, se encontraron diferencias estadísticamente significativas en 
varias comparaciones. Los niveles de IgE total en el grupo de sujetos no alérgicos (75,80 ± 79,00 
UI/ml) fueron significativamente menores que los niveles medios encontrados para el resto de los 
grupos. A su vez, los sujetos asintomáticos presentaron niveles significativamente mayores (462,00 
± 488,00 UI/ml) que los sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo (179,90 ± 164,00 
UI/ml) y que los pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento (186,70 ± 173,00 UI/ml). 
No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos clínicos cuando se 
compararon los niveles entre los dos periodos de estudio. 
Figura 13. Niveles medios de IgE total. A) Durante el periodo de polinización. B) Fuera del periodo de 
polinización. 1 Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 1. 2 Diferencias estadísticamente 
significativas con el grupo 2. 3 Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 3. 4 Diferencias 
estadísticamente significativas con el grupo 4. 5 Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 5 (p 
≤0,05).
Respecto a los niveles de anticuerpos IgE específicos frente al extracto de polen de Olea europaea 
(Figura 14) (valores medios expresados en kilo Unidades Arbitrarias por litro, kUA/l), los pacientes 
alérgicos al polen de olivo, tanto los sujetos sin tratamiento como los tratados (pacientes sin 
tratamiento: 23,12 ± 20,00 kUA/l durante la polinización, 45,70 ± 41,00 kUA/l fuera de la 
polinización; pacientes tratados con AIT: 25,80 ± 33,00 kUA/l durante la polinización, 46,29 ± 43,00 
kUA/l fuera de la polinización) son los que mostraron niveles significativamente mayores 
comparado con el resto de los grupos, tanto en las muestras extraídas durante como fuera del 
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periodo de polinización (sujetos no alérgicos: ≤ 0,35 kUA/l durante la polinización, ≤ 0,35 kUA/l 
fuera de la polinización; sujetos asintomáticos: 3,26 ± 7,40 kUA/l durante la polinización, 1.88 ± 
1,20 kUA/l fuera de la polinización; pacientes alérgicos no sensibilizados al polen de olivo: ≤ 0,35 
kUA/l durante la polinización, 0,50 ± 0,38 kUA/l fuera de la polinización). Además, fuera del periodo 
de polinización, los sujetos asintomáticos mostraron niveles medios significativamente mayores 
(1,88 ± 1,20 kUA/l) que los sujetos no alérgicos (≤ 0,35 kUA/l) y que los pacientes alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo (0,50 ± 0,38 kUA/l).  
Comparando los niveles medios de anticuerpos IgE específicos en cada grupo en función del 
periodo de recogida de las muestras, solo el grupo de pacientes alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento mostró diferencias estadísticamente significativas: los niveles medios obtenidos fuera 
del periodo de polinización fueron más elevados (45,70 ± 41,00 kUA/l) que los encontrados 
durante la polinización (23,12 ± 20,00 kUA/l). 
 
Figura 14. Niveles medios de anticuerpos IgE específicos frente al extracto completo de polen de Olea 
europaea. A) Durante el periodo de polinización. B) Fuera del periodo de polinización. 1 Diferencias 
estadísticamente significativas con el grupo 1. 2 Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 2. 
3Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 3. 4 Diferencias estadísticamente significativas con el 
grupo 4. 5 Diferencias estadísticamente significativas con el grupo 5.* Indica las diferencias estadísticamente 
significativas encontradas entre los dos periodos de exposición al alérgeno en el mismo grupo clínico (como 
sucede en el grupo de los pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento) (p ≤0,05). 
3  NIVELES DE CITOCINAS SOLUBLES EN SOBRENADANTES DE 
PBMC ESTIMULADAS 
Con el fin de determinar patrones de respuesta celular diferenciales entre grupos clínicos, para 
cada estímulo y periodo de recogida de las muestras, se cuantificaron los niveles de las siguientes 
citocinas: IL-2, IFN-ǅ (citocina de tipo Th1), citocinas de tipo Th2 (IL-5, IL-4, IL-13), TNF-α y citocinas 
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reguladoras (IL-10, TGF-Ǆ) en los sobrenadantes de los ensayos de estimulación de PBMC 
(siguiendo los protocolos detallados en el Apartado 5 de Materiales y Métodos). 
3.1 ANÁLISIS GLOBAL DE SECRECIÓN DE CITOCINAS EN LOS CINCO GRUPOS 
CLÍNICOS 
Globalmente, los resultados de las citocinas analizadas no mostraron un perfil diferencial claro de 
respuesta. A pesar de que las células respondieron correctamente frente al PHA, mitógeno utilizado 
como control, muchas de las citocinas mostraron valores muy bajos, a excepción de las citocinas 
reguladoras y TNF-α.  
La Tabla 20 resume los niveles medios de cada citocina en cada grupo clínico, para cada condición 
experimental (los niveles se expresan en forma de promedio de los pools de muestras analizados ± 
desviación estándar; las unidades de cuantificación vienen expresadas en pg/ml). En la Tabla 20 A), 
B), C), D), E) se indican las diferencias estadísticamente significativas para cada una de las 
comparaciones planteadas: 
3.1.1 Comparaciones entre los grupos clínicos, en muestras sin estimular, en el mismo 
periodo de exposición al alérgeno. Con la finalidad de establecer un patrón de secreción 
basal, diferencial entre los grupos clínicos. 
3.1.2 Comparaciones entre las distintas condiciones experimentales y periodos de 
exposición al alérgeno en cada uno de los grupos clínicos (comparaciones intragrupo).  
3.1.1 Comparaciones entre los grupos clínicos, en muestras 
sin estimular, en el mismo periodo de exposición al 
alérgeno 
Las comparaciones entre las muestras basales reflejan, en general, unos niveles medios de citocinas 
más elevados en los sujetos no alérgicos. Estas diferencias son significativas en los niveles medios 
de IL-2 (Tabla 20 A), respecto a los grupos de sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo y 
a los sujetos alérgicos sin tratamiento (grupos 3 y 4), en las muestras extraídas durante el periodo 
de polinización, e IFN-ǅ (Tabla 20 B), respecto a los grupos 3 (sujetos alérgicos no sensibilizados al 
polen de olivo) y 5 (pacientes alérgicos al polen de olivo tratados con AIT), durante el periodo de 
polinización y frente a este mismo grupo, fuera del periodo. El grupo de sujetos asintomáticos, 
mostró las mismas diferencias que el grupo de sujetos no alérgicos, acorde a estas dos citocinas.  
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Respecto a los niveles basales de citocinas Th2 (Tabla 20 C), los niveles de IL-4 e IL-5, aunque muy 
bajos en general, también fueron más altos en los sujetos no alérgicos respecto a los sujetos 
alérgicos, aunque las diferencias solo fueron significativas para la IL-4, en el periodo de 
polinización, entre el grupo de sujetos no alérgicos y los grupos de asintomáticos y alérgicos al 
polen de olivo tratados con AIT, así como, en asintomáticos respecto al grupo de sujetos alérgicos 
al polen de olivo tratados. Fuera del periodo de polinización, se observaron estas mismas 
diferencias y además, entre el grupo de sujetos no alérgicos y el grupo de sujetos alérgicos al polen 
olivo sin tratamiento, así como, entre sujetos alérgicos al polen de olivo con y sin tratamiento, 
mostrando menores niveles los sujetos tratados. Los niveles de IL-5 fueron, en muchos casos 
indetectables y solo mostraron diferencias significativas al comparar el grupo de sujetos no 
alérgicos con el de sujetos asintomáticos, durante el periodo de polinización. Los niveles de IL-13 
fueron indetectables en todas las muestras. 
En relación a los niveles basales de TNF-α (Tabla 20 D) fueron más elevados en el grupo de sujetos 
no alérgicos que en el resto, en los dos periodos de estudio, aunque destacablemente más altos 
durante el periodo de polinización. Se observaron diferencias estadísticamente significativas entre 
este grupo y el grupo 3 (alérgicos no sensibilizados al polen de olivo) y 5 (sujetos alérgicos al polen 
de olivo tratados con AIT), durante la polinización y frente a todos los grupos, fuera del periodo de 
polinización. Además, durante el periodo de polinización, hubo diferencias entre todos los grupos y 
el grupo 5, que mostró los niveles más bajos.  
Finalmente, los niveles basales de citocinas reguladoras (Tabla 20 E) fueron, en general, más altos 
que las anteriores. Destacan, en el periodo de polinización, los menores niveles de IL-10 en el 
grupo de pacientes alérgicos al polen de olivo con tratamiento respecto a todos los demás. Fuera 
del periodo, estos mismos sujetos presentaron los menores niveles en comparación con los 
obtenidos en los grupos de no alérgicos, asintomáticos y alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento. Además de estas diferencias, el grupo de sujetos alérgicos no sensibilizados al polen 
de olivo, también mostraron niveles muy bajos, significativamente menores a los obtenidos en los 
grupos de sujetos no alérgicos, asintomáticos y alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. En 
relación a los niveles de TGF-Ǆ, destaca en el periodo de polinización, cómo los mayores niveles se 
observaron en el grupo de sujetos asintomáticos, seguido de sujetos alérgicos tratados con AIT. 
Ambos grupos mostraron diferencias significativas respecto al grupo de sujetos no alérgicos y los 
pacientes alérgicos sin tratamiento. Curiosamente, fuera del periodo de polinización, el grupo de 
sujetos asintomáticos mostró los menores niveles de esta citocina, con diferencias significativas 
respecto a todos los grupos, excepto el grupo 4 (alérgicos al polen de olivo sin tratamiento). El 
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grupo de pacientes alérgicos tratados con AIT mostró los niveles más altos, con diferencias 
significativas respecto a los grupos de sujetos no alérgicos, asintomáticos y alérgicos al polen de 
olivo no tratados. Además, el grupo de sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento, mostró 
unos niveles significativamente menores que los sujetos no alérgicos y alérgicos no sensibilizados 
al polen de olivo (grupo 3). 
3.1.2 Comparaciones entre las distintas condiciones 
experimentales y periodos de exposición al alérgeno en 
cada uno de los grupos clínicos (comparaciones 
intragrupo)  
Las comparaciones realizadas entre los estímulos y el momento de recogida de las muestras, para 
cada grupo, quedan resumidas en la Tabla 20. Se establecieron dos tipos:  
 Comparaciones entre las distintas condiciones experimentales para un mismo periodo de 
exposición al alérgeno, con el fin de determinar perfiles de comportamiento de cada grupo 
frente a los estímulos utilizados. 
 Comparaciones entre los dos periodos de exposición al antígeno (durante vs fuera del 
periodo de polinización) para cada una de las condiciones experimentales, con la finalidad 
de evaluar la influencia de la carga ambiental en la respuesta frente al estímulo. 
Estas comparaciones no se detallan en el texto debido a la ausencia de un comportamiento claro y 
biológicamente relevante. Por ello, se decidió centrar el análisis en las comparaciones más extremas 
desde el punto de vista clínico: las existentes entre el grupo de sujetos no alérgicos y los sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento (como se detallan en el Apartado 3.2 de Resultados). 
 
 Tabla 20. Niveles medios de citocinas por grupos de estudio y periodo analizado. Valores expresados en pg/ml. A) IL-2. B) Niveles medios de la citocina Th1: IFN-ǅ. C) 
Niveles medios de citocinas Th2: C.1. IL-4, C.2. IL-5, C.3. IL-13. D) TNF-α. E) Niveles medios de citocinas Treg : E.1. IL-10, E.2. TGF-Ǆ. 
A) Niveles medios de IL-2 (pg/ml). 
 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 
(n=15) 
3,41,31 ± 1,22* 2,78 ± 2,41* 0,83 ± 0,82* 2,30 ± 2,00* 1,44 ± 1,31 2,73 ± 2,37 1,82 ± 1,73 3,00 ± 1,52 
Grupo 2: Sujetos asintomáticos 
(n=7) 
3,41,67 ± 0,71 2,05 ± 2,07 2,21 ± 2,63 1,72 ± 0,74 2,53 ± 3,07 1,21 ±1,19 1,67 ± 1,68 0,91 ± 1,32 
Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo 
(n=15) 
1,20,13 ± 0,22 0,00 ± 0,00 0,31 ± 0,53 0,39 ± 0,68 0,22 ± 0,39 0,14 ± 0,21 0,41 ± 0,72 0,11 ±0,20 
Grupo 4: Sujetos alérgicos al 






0,53 ± 0,91 0,55  1,09 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,41B 0,70 ± 0,64B 0,36  0,73B 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo tratados con AIT 
(n=12) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,31 ± 0,53 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,81 ± 0,93 0,00 ± 0,00 
Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, P2+3: Péptidos 2+3, P10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
 B) Niveles medios de la citocina Th1: IFN-ǅ (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 
(n=15) 
3,51,49 ± 0,83 52,21 ± 1,54 1,21 ± 1,04* 2,70 ± 1,62* 1,45 ± 1,03* 2,78 ± 2,14* 1,32 ± 1,01 2,20 ± 1,66 
Grupo 2: Sujetos asintomáticos 
(n=7) 
3,51,60 ± 1,37 51,39 ± 1,76 2,40 ± 3,40 
2,25 ± 
0,56P10+12+13 
1,53 ± 1,75 
1,81 ± 
0,88P10+12+13 
1,17 ± 1,01 
0,79 ± 
0,48O,P2+3 
Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo 
(n=15) 
1,20,14 ± 0,242+3 0,00 ± 0,00 0,46 ± 0,79 0,00 ± 0,00 2,73 ± 4,72B 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Grupo 4: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 53,32 ± 4,71 0,35 ± 0,61 1,08 ± 1,24 1,06 ± 1,83 0,00 ± 0,00 0,56 ± 097 0,00 ± 0,00 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo tratados con AIT 
(n=12) 
1,20,07 ± 0,11 
1,2,40,04 ± 
0,07 
0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,04 5,64 ± 9,53 0,25 ± 0,42 0,20 ± 0,35 0,07 ± 0,12 
Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13.  
 C) Niveles medios de citocinas Th2. 
C.1. IL-4 (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 
(n=15) 















Grupo 2: Sujetos asintomáticos 
(n=7) 
1,50,64 ± 0,56 1,50,72 ± 0,65 0,77 ± 1,33 0,57 ± 0,99 2,06 ± 1,79 1,00 ± 0,97 0,67 ± 1,17 0,75 ± 1,31 
Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,32 ± 0,55P2+3 0,24 ± 0,42P2+3 
2,90 ± 1,40*,O, 
P10+12+13 
1,43 ± 1,25*,O 
0,22 ± 
0,38P2+3 
0,00 ± 0,00 
Grupo 4: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 1,50,66 ± 0,76 0,39 ± 0,67*,P2+3 1,11 ± 1,03*  
1,50 ± 
1,40O,P10+12+13 
0,78 ± 0,97 
0,24 ± 
0,41P2+3 
0,00 ± 0,00 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo tratados con AIT 
(n=12) 
1,20,12 ± 0,21P2+3 
1,2,40,16 ± 
0,28P2+3 
0,27 ± 0,46 0,25 ± 0,43P2+3 0,72 ± 0,63B 
0,93 ± 
0,88B,O,P10+12+13 
0,55 ± 0,95 
0,30 ± 
0,51P2+3 
Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
  C.2. IL-5 (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 
(n=15) 
20,46 ± 0,14* 0,26 ± 0,26*,O 0,41 ± 0,23* 
0,64 ± 
0,04*,B,P2+3,P10+12+13 
0,36 ± 0,15* 0,24 ± 0,03*,O 0,40 ± 0,04 0,29 ± 0,26O 
Grupo 2: Sujetos asintomáticos 
(n=7) 
10,21 ± 0,19 0,15 ± 0,26 0,20 ± 0,35 0,18 ± 0,30 0,16 ± 0,27 0,24 ± 0,25 0,14 ± 0,23 0,26 ± 0,46 
Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Grupo 4: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento 
(n=15) 
0,00 ± 0,00  0,32 ± 0,63 0,07 ± 0,12* 0,46 ± 0,68* 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo tratados con AIT 
(n=12) 
0,24 ± 0,41 0,24 ± 0,40 
0,46 ± 
0,42P2+3 
0,00 ± 0,00 0,13 ± 0,23O 0,17 ± 0,30 0,35 ± 0,61 0,19 ± 0,32 
Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
  C.3. IL-13 (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Grupo 2: Sujetos asintomáticos 
(n=7) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,14 ± 0,24 
Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de olivo 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Grupo 4: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento 
(n=15) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,59 ± 1,18 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,39 ± 0,78 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo tratados con AIT 
(n=12) 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,35 0,00 ± 0,00 0,49 ± 0,85 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
 
 D) Niveles medios de TNF-α (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 


















Grupo 2: Sujetos 
asintomáticos (n=7) 
519,85 ± 27,77P2+3 12,04 ± 2,48  
7,28 ± 
6,48P2+3 
2,29 ± 3,06 
723,65 ± 
834,01B,O,P10+12+13 
184,65 ± 307,81 
4,70 ± 
2,820*,P2+3 
1,83 ± 1,64* 
Grupo 3: Sujetos 
alérgicos no 
sensibilizados al polen 
















Grupo 4: Sujetos 
alérgicos al polen de 

















Grupo 5: Sujetos 
alérgicos al polen de 

















Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
 
 E) Niveles medios de citocinas Treg. 
E.1. IL-10 (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no 
alérgicos (n=15) 















Grupo 2: Sujetos 
asintomáticos (n=7) 
52,45 ± 1,412+3 3,51,33 ± 1,18 2,19 ± 1,37P2+3 1,24 ± 1,09 
55,79 ± 
50,82*,B,O,P10+12+13 
8,23 ± 13,25* 
1,45 ± 
0,65P2+3 
1,06 ± 0,30 
Grupo 3: Sujetos 
alérgicos no 
sensibilizados al polen 

















Grupo 4: Sujetos 
alérgicos al polen de 
olivo sin tratamiento 
(n=15) 











Grupo 5: Sujetos 
alérgicos al polen de 

















Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
 
  E.2. TGF-Ǆ (pg/ml). 
Grupo clínico 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13 
Durante la 
polinización 












Fuera de la 
polinización 
Grupo 1: Sujetos no alérgicos 
(n=15 



















1,3,51,93 ± 3,34* 
319,64 ± 
378,42 
0,00 ± 0,00 
406,41 ± 
497,28 





Grupo 3: Sujetos alérgicos no 
sensibilizados al polen de 
olivo (n=15) 
283,42 ± 374,40 2,4242,22 ± 213,17 
234,31 ± 
278,96 









Grupo 4: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento 
(n=15) 
2,5133,24 ± 230,77 1,3,578,16 ± 102,81 
102,00 ± 
173,03 
49,72 ± 86,12 
126,98 ± 
182,83 
30,32 ± 26,32 
117,93 ± 
165,96 
56,70 ± 98,20 
Grupo 5: Sujetos alérgicos al 
polen de olivo con AIT (n=12)  
1,4317,96 ± 
189,61P10+12+13 
1,2,4347,34 ± 226,03 
246,70 ± 
171,74 









Los números situados a la izquierda indican diferencias significativas (p ≤0,05) entre grupos, a nivel basal, dentro del mismo periodo. 1: Grupo 1, 2: Grupo 2, 3: Grupo 3, 4: 
Grupo 4, 5: Grupo 5. *Indica diferencias estadísticamente significativas (p ≤0,05) entre los dos periodos analizados. Los símbolos situados a la derecha, indican frente a qué 
muestra, dentro del mismo periodo y grupo de estudio, hay diferencias significativas. B: Basal, O: Olea, 2+3: Péptidos 2+3, 10+12+13: Péptidos 10+12+13. 
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3.2 ANÁLISIS DE SECRECIÓN DE CITOCINAS ENTRE LOS GRUPOS DE SUJETOS NO 
ALÉRGICOS Y LOS SUJETOS ALÉRGICOS AL POLEN DE OLIVO SIN 
TRATAMIENTO 
La Tabla 21 y las Figuras 15 y 16 resumen los niveles medios de citocinas obtenidos en estos dos 
grupos clínicos, expresados en forma de promedio de los pools de muestras analizados ± 
desviación estándar (las unidades de cuantificación vienen expresadas en pg/ml). En ellas, se 
señalan las diferencias estadísticamente significativas para cada una de las comparaciones 
establecidas. 
Se separan por apartados las citocinas reguladoras de todas las demás, por ser las que presentaron 
los resultados más interesantes y relevantes, debido a sus implicaciones funcionales. 
3.2.1 Niveles de IL-2, IFN-ǅ, IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-α 
La Tabla 21 resume los niveles medios de IL-2, IFN-ǅ, IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-α detectados en cada 
condición experimental, señalando las diferencias de secreción estadísticamente significativas entre 
los dos grupos clínicos, para un mismo periodo de exposición al alérgeno. 
Los niveles de secreción de IL-2 fueron mayores en el grupo de los sujetos no alérgicos que en el 
grupo de los pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento, tanto fuera como durante el 
periodo de polinización para todas las condiciones experimentales planteadas, aunque no en todos 
los casos las diferencias fueron estadísticamente significativas (Tabla 21). Este mismo 
comportamiento se observa con el IFN-ǅ, a excepción de lo que ocurre basalmente fuera del 
periodo de polinización, donde la expresión es mayor en los sujetos alérgicos sin tratamiento (3,32 
± 4,71 pg/ml) que en los no alérgicos (2,21 ± 1,54 pg/ml), aunque estas diferencias no fueron 
estadísticamente significativas. 
En cuanto a la secreción de citocinas de perfil Th2, los niveles de expresión de IL-4 e IL-5 fueron 
muy bajos y, en la mayoría de las condiciones experimentales, superiores en los sujetos no 
alérgicos que en los alérgicos. Respecto a la IL-13, en todos los casos los niveles fueron 
indetectables, excepto en los sujetos alérgicos estimulados con Olea y el Péptido 10+12+13, fuera 
del periodo de polinización, que mostraron niveles muy bajos (Olea: 0,59 ± 0,18 pg/ml; Péptido 
10+12+13: 0,39 ± 0,78 pg/ml). 
En lo referente al TNF-α, a nivel Basal, son los sujetos no alérgicos los que presentan mayores 
niveles de secreción en comparación con los alérgicos, tanto durante como fuera del periodo de 
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polinización. No obstante, cuando se estimulan las células con Olea, el Péptido 2+3 y el Péptido 
10+12+13 son los sujetos alérgicos los que mayores niveles de TNF-α secretan tanto durante como 
fuera del periodo de polinización (a excepción de lo que ocurre con el Péptido 2+3 y el Péptido 
10+12+13 fuera del periodo de polinización) (Tabla 21). 
 
 
Unidades expresadas en pg/ml. Se señalan con * las diferencias de secreción estadísticamente significativas 
entre los dos grupos clínicos para cada periodo de exposición al alérgeno y condición experimental planteada. 
Sujetos
no alérgicos
Durante 1,31 ± 1,22* 0,20 ± 0,35* 0,83 ± 0,82 0,53 ± 0,91 1,44 ± 1,31 0,00 ± 0,00 1,82 ± 1,73* 0,70 ± 0,64*
Fuera 2,78 ± 2,41 1,48 ± 1,85 2,30 ± 2,00* 0,55 ± 1,09* 2,73 ± 2,37* 0,20 ± 0,41* 3,00 ± 1,52*  0,36 ± 0,73*
Durante 1,49 ± 0,83 0,00 ± 0,00 1,21 ± 1,04* 0,35 ± 0,61* 1,45 ± 1,03 1,06 ± 1,83 1,32 ± 1,01* 0,56 ± 0,97*
Fuera 2,21 ± 1,54 3,32 ± 4,71 2,70 ± 1,62* 1,08 ± 1,24* 2,78 ± 2,14 0,00 ± 0,00 2,20 ± 1,66 0,00 ± 0,00
Durante 1,32 ± 0,60 0,00 ± 0,00 1,44 ± 0,53* 0,39 ± 0,67* 2,02 ± 0,67 1,50 ± 1,40 0,97 ± 0,26* 0,24 ±  0,41* 
Fuera 1,44 ± 0,48* 0,66 ± 0,76* 2,13 ± 1,17* 1,11 ± 1,03* 2,71 ± 0,98* 0,78 ± 0,97* 1,33 ± 0,63 0,00 ±  0,00
Durante 0,46 ± 0,14 0,00 ± 0,00 0,41 ± 0,23* 0,07 ±  0,12* 0,36 ± 0,15 0,00 ±  0,00 0,40 ± 0,04 0,00 ± 0,00
Fuera 0,26 ± 0,26 0,32 ± 0,63 0,64 ± 0,04 0,46 ± 0,68 0,24 ± 0,03 0,00 ±  0,00 0,29 ± 0,26 0,00 ±  0,00
Durante 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00





















































Basal Olea Péptido 2+3
Tabla 21. Niveles medios de citocinas IL-2, IFN-ǅ, IL-4, IL-5, IL-13, TNF-α. 
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3.2.2 Niveles de citocinas reguladoras 
Los resultados más relevantes se obtuvieron en los niveles de secreción de las citocinas 
reguladoras: IL-10 (Figura 15) y TGF-Ǆ (Figura16). 
3.2.2.1 Niveles de IL-10 
Como se comprueba en la Figura 15, en la condición Basal no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en los niveles de secreción de IL-10 entre ambos grupos. Sin 
embargo, sí fueron diferenciales con el resto de los estímulos. Ante la estimulación con el extracto 
completo de polen de olivo (Olea), los sujetos alérgicos presentaron niveles de secreción más 
elevados (6,71 ± 4,77 pg/ml durante y 38,32 ± 44,25 pg/ml fuera) que el grupo de los sujetos no 
alérgicos (3,49 ± 1,95 pg/ml durante y 8,85 ± 9,01 pg/ml fuera), siendo estas diferencias 
estadísticamente significativas. Por otro lado, con las estimulaciones con los Péptidos 2+3 y 
10+12+13 obtuvimos resultados similares entre sí. En ambos casos, durante el periodo de 
polinización, son los pacientes alérgicos los que secretan mayores niveles de IL-10 (Péptido 2+3: 
52,79 ± 18,19 pg/ml; Péptido 10+12+13: 4,57 ± 2,46 pg/ml) en comparación con los sujetos no 
alérgicos (Péptido 2+3: 20,53 ± 6,21 pg/ml; Péptido 10+12+13: 2,27 ± 0,67 pg/ml). No obstante, 
fuera del periodo, esta relación se revierte, siendo los sujetos no alérgicos los que secretan los 
niveles más elevados (Péptido 2+3: 26,17 ± 6,82 pg/ml; Péptido 10+12+13: 1,94 ± 0,18 pg/ml) en 
comparación con lo que sucede con los sujetos alérgicos al polen de olivo (Péptido 2+3: 6,25 ± 
7,10 pg/ml; Péptido 10+12+13: 0,87 ± 1,52 pg/ml). 
3.2.2.2 Niveles de TGF-Ǆ 
Respecto al TGF-Ǆ, solamente se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 
ambos grupos, en las muestras recogidas fuera del periodo de polinización para la condición Basal 
(163,89 ± 103,70 pg/ml en los individuos no alérgicos frente a los 78,16 ± 102,81 pg/ml obtenidos 
en los sujetos alérgicos) y tras estimular con el Péptido 2+3. En este segundo caso, los pacientes 
alérgicos secretan mayores niveles (30,32 ± 26,32 pg/ml) que los sujetos no alérgicos (5,92 ± 9,15 
pg/ml) (Figura 16). 
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Figura 15. Niveles de secreción de IL-10. A) Durante la polinización B) Fuera de la polinización. * Diferencias 
de secreción estadísticamente significativas entre los grupos para la misma condición experimental y periodo 
de recogida de las muestras. 
 
Figura 16. Niveles de secreción de TGF-Ǆ. A) Durante la polinización B) Fuera de la polinización. * Diferencias 
de secreción estadísticamente significativas entre los grupos para la misma condición experimental y periodo 
de recogida de las muestras. 
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Con la finalidad de evaluar los cambios de secreción de citocinas debido a los estímulos, en el 
grupo de los sujetos alérgicos al polen de olivo, se realizaron comparaciones entre las distintas 
condiciones experimentales y periodos de exposición al alérgeno en este grupo de sujetos. Los 
resultados obtenidos se indican en la Tabla 22 y en las Figuras 17 y 18. 
3.3 ANÁLISIS DE SECRECIÓN DE CITOCINAS EN EL GRUPO DE SUJETOS ALÉRGICOS 
AL POLEN DE OLIVO SIN TRATAMIENTO 
Para realizar este análisis, se realizaron dos tipos de comparaciones: 
3.3.1 Comparaciones entre las distintas condiciones experimentales para un mismo periodo de 
exposición al alérgeno, evaluando así, los cambios inducidos por los estímulos. 
3.3.2 Comparaciones entre los dos periodos de exposición al antígeno para cada una de las 
condiciones experimentales, con el fin de evaluar si el comportamiento de los estímulos depende 
de la carga antigénica ambiental. 
3.3.1 Comparaciones entre las distintas condiciones 
experimentales para un mismo periodo de exposición 
al alérgeno 
3.3.1.1 Niveles de IL-2, IFN-ǅ, IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-α 
En la Tabla 22 se resumen todas las comparaciones realizadas para estas citocinas. 
Los niveles de IL-2 secretados por las PBMC fueron muy bajos. Durante el periodo de polinización, 
los niveles más altos se encontraron en la estimulación con el Péptido 10+12+13 (0,70 ± 0,64 
pg/ml), siendo significativamente superiores a los encontrados en la condición Basal (0,20 ± 0,35 
pg/ml). Fuera del periodo de polinización, los mayores niveles se secretaron en la condición Basal 
(1,48 ± 1,85 pg/ml), siendo estadísticamente superiores a los encontrados con el Péptido 2+3 (0,20 
± 0,41 pg/ml). 
La secreción de IFN-ǅ no parece estar controlada por los estímulos, ya que no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre las distintas condiciones experimentales, ni en las 
muestras recogidas durante ni fuera del periodo de polinización. 
Respecto a las citocinas de perfil Th2, durante el periodo de polinización, los niveles de secreción 
de IL-4 más elevados se encontraron en la estimulación con el Péptido 2+3 (1,50 ± 1,40 pg/ml) 
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siendo significativamente superiores a los encontrados en la condición Olea (0,39 ± 0,67 pg/ml) y 
Péptido 10+12+13 (0,24 ± 0,41 pg/ml). Fuera de este periodo, no encontramos diferencias 
estadísticamente relevantes en los niveles de esta citocina, como tampoco encontramos diferencias 
en las comparaciones para la IL-5 e IL-13, ni durante ni fuera del periodo de polinización.  
Las mayores diferencias de secreción entre las condiciones experimentales (tanto durante como 
fuera del periodo de polinización) las encontramos en el estudio del TNF-α. Los niveles más altos 
de secreción se obtuvieron con la estimulación Péptido 2+3 (durante la polinización: 1.083,30 ± 
548,69 pg/ml; fuera de la polinización: 399,64 ± 495,90 pg/ml). Durante el periodo de polinización, 
los niveles más bajos se obtuvieron en la condición Basal (35,16 ± 38,60 pg/ml) mientras que fuera 
del periodo, fue la condición Péptido 10+12+13 la que presentó los menores niveles (2,78 ± 2,86 
pg/ml). 
3.3.1.2 Niveles de citocinas reguladoras 
3.3.1.2.1 Niveles de IL-10 
En relación a las condiciones experimentales, como muestra la Figura 17, los niveles de secreción 
de IL-10 son distintos en función del momento de la recogida de las muestras. Durante el periodo 
de polinización, los niveles de secreción más elevados se encontraron cuando se estimularon las 
células con el Péptido 2+3 (52,79 ± 18,19 pg/ml), siendo estos niveles estadísticamente mayores 
que los encontrados a nivel Basal (4,51 ± 6,00 pg/ml), tras estimular con Olea (6,71 ± 4,77 pg/ml) y 
con el Péptido 10+12+13 (4,57 ± 2,46 pg/ml). Sin embargo, fuera de la estación polínica, son las 
muestras estimuladas con Olea las que indujeron los mayores niveles de secreción (38,32 ± 44,25 
pg/ml), siendo estos niveles estadísticamente superiores que los encontrados a nivel Basal (2,58 ± 
3,83 pg/ml), con el Péptido 2+3 (6,25 ± 7,10 pg/ml) y con el Péptido 10+12+13 (0,87 ± 1,52 pg/ml). 
En este mismo periodo, los niveles de IL-10 tras la estimulación con el Péptido 2+3 también fueron 
estadísticamente superiores (6,25 ± 7,10 pg/ml) a los encontrados con el Péptido 10+12+13 (0,87 ± 
1,52 pg/ml). 
3.3.1.2.2 Niveles de TGF-Ǆ 
Los estímulos utilizados no parecen influir significativamente en la expresión de esta citocina 
(Figura 18), puesto que no hay ninguna diferencia estadísticamente significativa. Durante el periodo 
de polinización son las muestras sin estimular las que muestran mayores niveles (133,24 ± 230,70 
pg/ml) seguido de las muestras estimuladas con el Péptido 2+3 (126,98 ± 182,83 pg/ml), mientras 
que la menor secreción se produce con el estímulo Olea (102,00 ± 173,03 pg/ml). Fuera del periodo, 
los niveles más elevados se encontraron en las células sin estimular (78,16 ± 102,81 pg/ml), 
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mientras que los niveles más bajos se encontraron tras estimularlas con el Péptido 2+3 (30,32 ± 
26,32 pg/ml). 
3.3.2 Comparaciones entre los dos periodos de exposición al 
antígeno para cada una de las condiciones 
experimentales 
3.3.2.1 Niveles de IFN-ǅ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-α 
En relación a estas citocinas, el periodo de recogida de las muestras no parece intervenir de una 
manera importante en las condiciones experimentales planteadas (Tabla 22), ya que solo alguna de 
las citocinas se ve influenciada por este hecho: IL-2 a nivel Basal (durante: 0,20 ± 0,35 pg/ml; fuera: 
1,48 ± 1,85 pg/ml), IL-4 e IL-5 en la condición Olea (IL-4 durante: 0,39 ± 0,67 pg/ml, fuera: 1,11 ± 
1,03 pg/ml; IL-5 durante: 0,07 ± 0,12 pg/ml, fuera: 0,46 ± 0,68 pg/ml) y TNF-α en la condiciones 
Basal (durante: 35,16 ± 38,60 pg/ml; fuera: 3,56 ± 3,67 pg/ml), Péptido 2+3 (durante: 1083,30 ± 
548,69 pg/ml; fuera: 399,64 ± 495,90 pg/ml) y Péptido 10+12+13 (durante: 207,92 ± 227,56 pg/ml; 
fuera: 2,78 ± 2,86 pg/ml). 
3.3.2.2 Niveles de citocinas reguladoras 
3.3.2.2.1 Niveles de IL-10 
El periodo de polinización parece influir en los resultados de secreción de IL-10 de forma diferente 
dependiendo del estímulo (Figura 17). Cuando se estimulan con Olea (extracto completo) las 
células obtenidas fuera del periodo de polinización, los niveles secretados de IL-10 son mayores 
(38,32 ± 44,25 pg/ml) que los encontrados en las células estimuladas durante la estación polínica 
(6,71 ± 4,77 pg/ml), siendo estas diferencias estadísticamente significativas. Sin embargo, la 
estimulación con los péptidos, induce justo el efecto contrario: el Péptido 2+3 induce mayor 
secreción de IL-10 durante el periodo de polinización (52,79 ± 18,19 pg/ml) que fuera del mismo 
(6,25 ± 7,10 pg/ml), al igual que el Péptido 10+12+13 (4,57 ± 2,46 pg/ml durante el periodo de 
polinización vs 0,87 ± 1,52 pg/ml fuera). 
3.3.2.2.2 Niveles de TGF-Ǆ 
Aunque los niveles medios de TGF-Ǆ no mostraron diferencias estadísticamente significativas en 
ninguna de las condiciones experimentales estudiadas, en función del periodo de recogida de las 
muestras, siempre se encontraron los niveles mayores de secreción durante el periodo de 
polinización (Figura 18). 
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Tabla 22. Niveles medios de citocinas IL-2, IFN-ǅ, IL-4, IL-5, IL-13, TNF-α en el grupo de sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. 
Basal Olea Péptido 2+3 Péptido 10+12+13
Durante *0,20 ± 0,35 P10+12+13 0,53 ± 0,91 0,00 ± 0,00 0,70 ± 0,64B
Fuera *1,48 ± 1,85 P2+3 0,55 ± 1,09 0,20 ± 0,41B  0,36 ±  0,73
Durante 0,00 ± 0,00 0,35 ± 0,61* 1,06 ± 1,83 0,56 ± 0,97
Fuera 3,32 ± 4,71 1,08 ± 1,24* 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
Durante 0,00 ± 0,00 *0,39 ± 0,67P2+3 1,50 ± 1,40O,P10+12+13 0,24 ±  0,41 P2+3 
Fuera 0,66 ± 0,76 *1,11 ± 1,03 0,78 ± 0,97 0,00 ±  0,00
Durante 0,00 ± 0,00 *0,07 ±  0,12 0,00 ±  0,00 0,00 ± 0,00
Fuera 0,32 ± 0,63 *0,46 ± 0,68 0,00 ±  0,00 0,00 ±  0,00
Durante 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00
Fuera 0,00 ± 0,00 0,59 ± 1,18 0,00 ± 0,00 0,39 ± 0,78
Durante *35,16 ± 38,60O,P2+3,P10+12+13 104,47 ± 62,73B,P2+3 *1083,30 ± 548,69B,O,P10+12+13 *207,92 ± 227,56B, P2+3












Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento
Citocina Periodo
Condición experimental
Unidades expresadas en pg/ml. *Diferencias estadísticamente significativas en los niveles de secreción entre los 
dos momentos de exposición al alérgeno (durante vs fuera del periodo de polinización). B (Basal), O (Olea), P2+3 
(Péptido 2+3), P10+12+13 (Péptido 10+12+13) Diferencias de expresión estadísticamente significativas entre las 
distintas condiciones experimentales en cada periodo de exposición al alérgeno. 
 
Figura 17. Niveles de secreción de IL-10 en los sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. 
*Diferencias estadísticamente significativas entre los dos periodos de exposición al alérgeno para cada una de 
las condiciones experimentales planteadas. B (Basal), O (Olea), P2+3 (Péptido 2+3), P10+12+13 (Péptido 
10+12+13) Diferencias de expresión estadísticamente significativas entre las distintas condiciones 
experimentales planteadas para cada periodo de exposición al alérgeno. 
 
Figura 18. Niveles de secreción de TGF-Ǆ en los sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. 
*Diferencias estadísticamente significativas entre los dos periodos de exposición al alérgeno para cada una de 
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las condiciones experimentales planteadas. B (Basal), O (Olea), P2+3 (Péptido 2+3), P10+12+13 (Péptido 
10+12+13) Diferencias de expresión estadísticamente significativas entre las distintas condiciones 
experimentales planteadas para cada periodo de exposición al alérgeno. 
4 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MASIVA MEDIANTE 
MICROARRAYS 
Para realizar este estudio se utilizó el microarray de expresión génica en humanos “HGU133 plus
2.0” de Affymetrix, el cual permite el estudio de 46.010 tránscritos, que engloban todo el genoma 
humano, tal y como se detalla en el Apartado 7 de Materiales y Métodos. 
4.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 
En este estudio se seleccionaron 6 individuos de cada uno de los grupos clínicos establecidos, a 
excepción del grupo de sujetos asintomáticos en el que se estudiaron 3 (tal y como se expone en 
las Tablas 4 y 5 del Apartado 7.2 de Materiales y Métodos). Las características demográficas y 
clínicas de esta población se indican en la Tabla 23. 
Tabla 23. Características demográficas y clínicas de los sujetos seleccionados para el análisis de 
microarrays. 
IgE Total  IgE específica IgE Total  IgE específica
(UI/ml) (kUA/l) (UI/ml) (kUA/l)
Grupo 5: Sujetos 
alérgicos al polen de 
olivo tratados con AIT
Grupo 4:  Sujetos 













203,83 ± 84,371 50,62 ± 36,381,2,3 100% Asma/Rinitis 
6 28±7 83/17 527,16 ± 756,35 30,40 ± 41,05 534,56 ± 607,95 38,846 ± 39,56
6 33±11 83/17 162,67 ± 48,971 20,09 ± 10,911,2,3
1,48 ±  1,364 290,00 ± 310,00 2,83 ± 3,204 Subclínicos
Grupo 3: Sujetos 
alérgicos no 
sensibilizados al  polen 
de olivo
6 27±16 50/50 121,72 ± 95,33 0,31± 0,044 141,58 ± 106,20 0,58 ± 0,534
Grupo 2: Sujetos 
asintomáticos*
3 32±10 50/50 214,4 ± 234,77
Fuera de la polinización
Diagnóstico clínico
Grupo  1: Sujetos no 
alérgicos
6 35±10 50/50 42,27 ± 41,684 0,30 ± 0,004 39,62 ± 38,984 0,30 ± 0,004 Sanos
Grupo clínico N
Durante la polinización
* Pruebas cutáneas positivas al extracto de Olea europaea, pero sin síntomas clínicos. ** Manifestaciones clínicas
observadas antes de empezar con el tratamiento con AIT. 1, 2, 3, 4 Diferencias estadísticamente significativas (p 
≤0,05) respecto a los grupos 1, 2, 3 y 4.
Una vez realizados los ensayos de estimulación, se extrajeron un total de 216 muestras de RNA que 
procedían del cultivo de 1.106 PBMC para cada una de las cuatro condiciones experimentales 
planteadas (ausencia/presencia de los distintos estímulos), de cada uno de los 27 sujetos 
participantes en el estudio, para cada periodo de exposición al alérgeno: 4 condiciones 
RESULTADOS | 159 
experimentales (ausencia/presencia de los distintos estímulos) por cada sujeto x 27 sujetos de 
estudio (6 de cada grupo clínico a excepción del grupo de asintomáticos) x 2 periodos de 
exposición= 216 muestras (Tabla 5, Apartado 7.2 de Materiales y Métodos). 
Las muestras se agruparon por pools de dos muestras de RNA (relación 1:1), a excepción del grupo 
de sujetos asintomáticos, para su análisis de expresión génica por microarrays (Tabla 4, Apartado 
7.2 de Materiales y Métodos). En total se estudiaron 120 muestras/pools. La concentración 
aproximada de cada muestra de RNA o pool fue de 80 ng/µl. 
4.2 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA GLOBAL 
Una vez comprobada la calidad de los microarrays y, con el objetivo de analizar las distintas fuentes 
de variación frente al error, se realizó el test estadístico ANOVA, con una corrección para modelos 
multivariantes (FDR: False Discovery Rate), con un umbral del 5%. Como se puede comprobar en la 
Figura 19, a nivel global, el factor que más variabilidad aporta al sistema es la fecha de escaneado, 
seguido del grupo clínico, del estímulo y por último, del periodo de exposición en el que se 


























Figura 19. Análisis por ANOVA de fuentes de variación en el estudio. 
En los estudios de microarrays, se producen los llamados batch effects: fuentes de variación que 
proceden del manipulado de las muestras, en gran medida por el hecho de que el estudio de estas 
dura varios días y que los lotes de los chips utilizados son distintos. En nuestro caso, el batch effect 
viene representado en la Figura 19 como fecha de escaneado, por eso, para eliminarlo de las 
visualizaciones utilizamos el Batch Removal Effect (BRE). Tras esta corrección, la fuente que más 
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variabilidad aporta al sistema es el grupo clínico al que pertenece una determinada muestra, 
seguido del estímulo al que ha sido sometida, mientras que el periodo de exposición polínica, a 


















Figura 20. Análisis de fuentes de variación, eliminando la fecha de escaneado. 
Tras aplicar filtros al ANOVA, en función de los dos parámetros que aportan la mayor variabilidad al 
sistema (grupo clínico y estímulo), se identificaron un total de 1.746 sondas génicas 
diferencialmente expresadas entre los distintos grupos así como, un total de 563 sondas, 
diferencialmente expresadas en función del estímulo recibido. Cuarenta y cinco son comunes a las 
dos fuentes de variación (Figura 21). 
 
Figura 21. Número de sondas génicas diferencialmente expresadas debido a la condición clínica de los 
sujetos de estudio y debido a los estímulos recibidos. 
Posteriormente, se realizaron múltiples estudios de análisis de componentes principales (PCA). Por 
un lado, se incluyeron en el estudio solo las muestras sin estimular (condición Basal). En este 
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análisis, se comprobó que la expresión total de las sondas génicas, define 5 agrupaciones que 
corresponden con los 5 grupos clínicos previamente establecidos, como se puede comprobar en la 
Figura 22 (no se observó un agrupamiento claro de las muestras en función del momento de 
recogida de las mismas). Por otro, se realizó un PCA global con todas las muestras participantes en 
el estudio, como muestra la Figura 23. En este caso, la expresión total de las sondas génicas 
permite agrupar a las muestras en dos grupos: las que han sido estimuladas con el Péptido 2+3 por 
un lado y, todas las demás por otro, sin atender ni al grupo clínico ni al periodo de recogida de las 
muestras (durante o fuera del periodo de polinización). 
 
Figura 22. Análisis por PCA de las muestras sin estimular. En la figura se indica la correcta separación de las 
muestras sin estimular en función del grupo clínico al que pertenecen (Aguerri M. et al., 2013). 
 
Figura 23. Análisis por PCA de todas las muestras incluidas en el estudio. Las muestras estimuladas con el 
Péptido 2+3 se agrupan separadas del resto.  
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Además, para realizar un estudio más exhaustivo, se realizó un PCA para cada uno de los grupos 
clínicos (Figura 24). En los PCA de los grupos 1 (sujetos no alérgicos), 2 (sujetos asintomáticos) y 3 
(pacientes alérgicos no sensibilizados al polen de olivo), no se observó una clara separación de las 
muestras en función de las diferentes condiciones experimentales planteadas (presencia/ausencia 
de estímulos), mientras que en el PCA del grupo 4 (pacientes alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento), la expresión de los genes analizados permite agrupar las muestras en dos grupos: por 
un lado, las muestras no estimuladas y todas las demás, por otro. En el PCA del grupo 5 (pacientes 
alérgicos al polen de olivo tratados con AIT) vemos que las muestras se agrupan en dos, las 
estimuladas con el Péptido 2+3 por un lado y todas las demás por el otro. 
 
Figura 24. Análisis por PCA de las muestras separadas por cada grupo clínico. A) Sujetos no alérgicos, B) 
Sujetos asintomáticos, C) Sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo, D) Sujetos alérgicos al polen de 
olivo sin tratamiento, E) Sujetos alérgicos al polen de olivo tratados con AIT. Solo se observan agrupamientos 
estadísticamente relevantes entre las muestras en los grupos 4 (sujetos alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento) y 5 (sujetos alérgicos al polen de olivo tratados con AIT). 
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4.2.1 Análisis preliminar de la expresión génica diferencial 
entre los distintos grupos clínicos respecto al grupo de 
sujetos no alérgicos 
Los primeros análisis se realizaron en el Departamento de Genómica de la Universidad 
Complutense de Madrid, por los expertos Jesús García y Pedro Botías. En ellos se estudiaron las 
diferencias de expresión de las 40.610 sondas, en cada una de las comparaciones intergrupales 
establecidas.  
Como resultado de este análisis, se obtuvo un fichero por cada comparación realizada, donde se 
muestra un listado de las sondas con su análisis estadístico. Cada sonda viene identificada por su ID 
(Identificador numérico de la sonda génica, propio de Affymetrix) y el Gene Symbol (nombre oficial 
del gen derivado de diversas organizaciones; Affymetrix utiliza la base de datos UniGene). La 
significación estadística queda determinada por el p-valor y el cambio de expresión génica o Fold 
Change, de tal modo que si una sonda presenta un p-valor ≤0,05 y el Fold Change es ≥2 o ≤-2, se 
concluye que la expresión de esa sonda es diferencial en la comparación planteada. El signo del 
Fold Change indica si ese gen está reprimido o sobreexpresado. Así, un Fold Change positivo indica 
que el bloque funcional está enriquecido para la primera condición de la comparación. Por el 
contrario, un Fold Change negativo indica que el bloque funcional está enriquecido en la segunda 
condición. 
En la Tabla 24 se resume el número de sondas génicas diferencialmente expresadas en cada 
condición, para cada comparación analizada. 
Tabla 24. Número de sondas génicas diferencialmente expresadas. 























Basal 380 232 612 1.259 726 1.985 
Olea 511 711 1.222 108  0 108 
Péptido 2+3 97 76 173 4.633 2.991 7.624 
Péptido 
10+12+13 
397 232 629 1254 726 1.980 
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Basal 928 383 1.311 1.095 987 2.082 
Olea 994 977 1.971 1.790 1.099 2.889 
Péptido 2+3 1.629 1.496 3.125 814 639 1.453 
Péptido 
10+12+13 
1613 1.600 3.213 659 491 1.150 
 























Basal 916 873 1.789 2.045 1.025 3.070 
Olea 782 850 1.632 994 739 1733 
Péptido 2+3 1.073 793 1.866 866 524 1.390 
Péptido 
10+12+13 
136 160 296 436 582 1.018 
 























Basal 2.785 1.572 4.357 809 872 1.681 
Olea 1.329 1.174 2.503 898 1.091 1.989 
Péptido 2+3 1.158 929 2.087 2.321 1.336 3.657 
Péptido 
10+12+13 
4.440 2.038 6.478 546 739 1.285 
 
P-valor ≤0,05 y Fold Change ≥2 y ≤-2. El número de sondas sobreexpresadas se refiere al número de sondas 
cuya expresión es mayor en el primer grupo clínico de la comparación respecto al segundo. De forma análoga, 
las sondas reprimidas son las que muestran menor expresión en el primer grupo clínico de la comparación 
respecto al segundo. 
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4.3 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL ENTRE LOS GRUPOS DE 
SUJETOS NO ALÉRGICOS Y LOS SUJETOS ALÉRGICOS AL POLEN DE OLIVO SIN 
TRATAMIENTO  
Al igual que en el análisis de citocinas, se ha realizado un estudio más exhaustivo de los grupos 
sujetos no alérgicos y pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. Para este análisis 
colaboramos con varios expertos bioinformáticos: el Dr. Manuel Mata del Departamento de 
Genómica del Hospital General Universitario en Valencia y los Drs. David Montaner y Joaquín 
Dopazo del Departamento de Bioinformática de la Unidad de Genómica Funcional del Centro de 
Investigación Príncipe Felipe (CIPF). 
Los datos primarios (ficheros .cel) sobre los que se discuten estos dos tipos de comparaciones se 
han depositado en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) del (NCBI) y son accesibles en 
la web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE54522 mediante el número de 
acceso GSE54522. 
4.3.1 Expresión génica diferencial 
Como se describe en el Apartado 7.3.6 de Materiales y Métodos, en estos análisis se aplicó la 
corrección de Benjamini-Hochberg que, como muestra la Tabla 25, provoca un descenso drástico 
del número de las sondas génicas diferencialmente expresadas, comparándolas con el análisis 
preliminar (sin realizar corrección al p-valor) descrito en la Tabla 24 C. Esta corrección es muy 
restrictiva y pretende reducir el número de falsos positivos (sondas cuyas diferencias de expresión 
son estadísticamente significativas, aunque realmente no lo son). Sin embargo, este hecho puede 
provocar un considerable aumento de falsos negativos (sondas que no aparecen como 
diferenciales pero que realmente sí lo son). 
Tabla 25. Número de genes sobreexpresados y reprimidos en los sujetos alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento respecto a los sujetos no alérgicos en cada condición experimental. 
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento vs No alérgicos 
Condición 
experimental 
Durante la polinización Fuera de la polinización 





Nº de genes 
no 
diferenciales 





Nº de genes 
no 
diferenciales 
Basal 0 0 40.610 1 0 40.609 
Olea 0 0 40.610 2 7 40.601 
Péptido 2+3 0 1 40.609 0 0 40.610 
Péptido 
10+12+13 
0 0 40.610 0 0 40.610 
P-valor ajustado ≤0,05 y Fold Change ≥2 y ≤-2.  
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A nivel Basal, solo encontramos una sonda con diferencias de expresión estadísticamente 
significativas (fuera del periodo de polinización). Esta sonda corresponde al gen MSR1, ID: 
214770_at, cuya expresión es mayor en el grupo de los sujetos alérgicos respecto al de los sujetos 
no alérgicos (Fold Change: 5,45, p-valor ajustado: 0,03).  
En las muestras extraídas fuera del periodo de polinización y estimuladas con Olea, se encontraron 
9 genes con diferencias de expresión entre los grupos de estudio, 2 genes que se expresan más en 
los pacientes alérgicos [DEFB124, ID: 1568377_x_at (Fold Change: 5,05, p-valor ajustado: 0,03) y el 
gen SUCNR1, ID: 223939_at (Fold Change: 4,83, p-valor ajustado: 0,04)] y 7 genes que se expresan 
de forma más abundante en los individuos no alérgicos [SPATA6, ID: 220298_s_at, (Fold Change: -
6,91, p-valor ajustado: 51E-5), C18orf62, ID: 1556288_at, (Fold Change -6,11, p-valor ajustado: 0,00), 
STAMBPL1, ID: 231891_at, (Fold Change -5,26, p-valor ajustado: 0,02). CMAH, ID: 229604_at, (Fold 
Change -5,21, p-valor ajustado: 0,02), IL20RB, ID: 228575_at (Fold Change de -5,07, p-valor ajustado: 
0,03), SLC22A5, ID: 205074_at (Fold Change: -4,81, p-valor ajustado: 0,04) y CCDC132, ID: 
1554216_at, (Fold Change: -4,77, p-valor ajustado: 0,04)]. 
Cuando se estimulan a las células con el Péptido 2+3 se observa que durante el periodo de 
polinización el gen TUBG2, ID: 203894_at, se expresa más en los individuos no alérgicos que en los 
pacientes alérgicos, siendo las diferencias estadísticamente significativas (Fold Change: -5,61, p-
valor ajustado: 0,02). 
4.3.2 Estudio funcional de los genes 
Para determinar las implicaciones funcionales de los genes analizados, se llevaron a cabo dos 
análisis de enriquecimiento: por un lado, utilizando la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG), para caracterizar rutas biológicas sobreexpresadas o reprimidas, y por otro, la 
base Gene Ontology (GO) que permite analizar diferencias en procesos biológicos. En total se 
estudiaron 163 vías KEGG y 1.411 términos de GO. 
De modo similar al estudio de diferencia de expresión de sondas génicas, estos análisis generan 
ficheros en los que se indican los p-valores, el Log Odds Ratio (LOR) y los identificadores de los 
genes que componen el bloque para cada ruta biológica KEGG y GO. 
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4.3.2.1 Vías funcionales definidas por KEGG 
La Tabla 26 muestra un resumen del número de vías funcionales, mediante el análisis con KEGG, 
con diferencias de expresión estadísticamente significativas (p-valor ajustado ≤0,05) entre sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento y los individuos no alérgicos para cada condición 
experimental. 
Tabla 26. Número de vías funcionales, definidas por KEGG, sobreexpresadas y reprimidas en el grupo de 
pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento respecto a los sujetos no alérgicos, en cada 
condición experimental. 
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento vs No alérgicos 
 Condición 
experimental 
Durante la polinización Fuera de la polinización 








Nº de vías 
reprimidas 
Nº de vías 
no 
modificadas 
Basal 24 3 136 31 1 131 
Olea 0 0 163 22 1 140 
Péptido 2+3 14 0 149 10 0 153 
Péptido 
10+12+13 
21 1 141 18 0 145 
P-valor ajustado ≤0,05.  
Las Figuras 25 y 26 muestran qué vías tienen alterada su expresión y su significación estadística, 
durante y fuera del periodo de polinización, respectivamente. El valor de LOR de cada vía se 
expresa en el eje de abscisas. Un valor de LOR positivo indica que el bloque funcional está 
enriquecido en el grupo de los pacientes alérgicos, mientras que un LOR negativo, indica que el 
bloque funcional está enriquecido en el grupo de los sujetos no alérgicos o, lo que es lo mismo, 
reprimido en los alérgicos. 
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Figura 25 B) Condición Péptido 2+3 durante el periodo de polinización. 
 
Figura 25 C) Condición Péptido 10+12+13 durante el periodo de polinización. 
 
Figura 25. Vías funcionales diferenciales, definidas por KEGG, entre pacientes alérgicos al polen de olivo 
sin tratamiento y el grupo de sujetos no alérgicos en cada condición experimental, durante el periodo 
de polinización. El valor de LOR de cada vía se expresa en el eje de abscisas (un valor de LOR positivo indica 
que el bloque funcional está enriquecido en el grupo de los pacientes alérgicos mientras que un LOR negativo 
indica que el bloque funcional está enriquecido en el grupo de los sujetos no alérgicos o, lo que es lo mismo, 
reprimido en los alérgicos). P= P-valor ajustado ≤0,05. Las flechas grises señalan las vías comunes respecto a 
la condición Basal. 
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Figura 26 A) Condición Basal fuera del periodo de polinización. 
 
Figura 26 B) Condición Olea fuera del periodo de polinización. 
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Figura 26 C) Condición Péptido 2+3 fuera del periodo de polinización. 
 
Figura 26 D) Condición Péptido 10+12+13 fuera del periodo de polinización. 
 
Figura 26. Vías funcionales diferenciales, definidas por KEGG, entre alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento y el grupo de sujetos no alérgicos, en cada condición experimental, fuera del periodo de 
polinización. El valor de LOR de cada vía se expresa en el eje de abscisas (un valor de LOR positivo indica que 
el bloque funcional está enriquecido en el grupo de los pacientes alérgicos mientras que un LOR negativo 
indica que el bloque funcional está enriquecido en el grupo de los sujetos no alérgicos o, lo que es lo mismo, 
reprimido en los alérgicos). P= P-valor ajustado≤0,05. Las flechas amarillas indican las vías comunes dentro y 
fuera del periodo de polinización, para cada condición experimental (estímulo). Las flechas grises señalan las 
vías comunes respecto a la condición Basal.  
En las Figuras 27 y 28 se muestran dos ejemplos de vías funcionales con diferencias de expresión 
significativas. Fuera de la estación polínica, ante la estimulación con Olea, la vía “Asma” se 
encuentra sobreexpresada en los sujetos alérgicos respecto al grupo de los no alérgicos. Por el 
contrario, en esa misma comparación, los sujetos alérgicos tienen reprimida la vía “Interacción de 
los ligandos-receptores neuroactivos”.  
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Figura 27. Vía “Asma”. Ejemplo de vía funcional KEGG diferencialmente sobreexpresada en los sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento respecto a los sujetos no alérgicos, fuera de la estación polínica. El 
color del gen indica las diferencias de expresión en cada comparación: Rosa: la expresión del gen es mayor en 
los sujetos alérgicos que en los que no lo son. Azul: indica que el gen se encuentra reprimido en los pacientes 
alérgicos respecto a los que no lo son. Verde: la expresión del gen es igual en las dos condiciones de la 
comparación, no hay cambios en su expresión. 
 
Figura 28. Vía de “Interacción de ligandos-receptores neuroactivos”. Ejemplo de vía funcional KEGG 
diferencialmente reprimida en los sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento respecto a los sujetos no 
alérgicos, fuera de la estación polínica. El color del gen indica las diferencias de expresión en cada 
comparación: Rosa: la expresión del gen es mayor en los sujetos alérgicos respecto a los que no lo son. Azul: 
indica que el gen se encuentra reprimido en los sujetos alérgicos respecto a los que no lo son. Verde: la 
expresión del gen es igual en las dos condiciones de la comparación, no hay cambios en su expresión. 
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4.3.2.2 Procesos biológicos definidos por GO 
De manera análoga al estudio funcional de los genes mediante la base de datos KEGG, se utilizó la 
base de datos GO, con la que se realizaron dos tipos de análisis. En el primero, con un carácter más 
global, se incluyeron todos los términos de GO (en total 1.411 procesos biológicos), aunque 
hubiera algún término repetido (redundantes) (Tabla 27). En el segundo análisis, se cribaron los 
elementos redundantes (Tabla 28). 
Tabla 27. Número de procesos biológicos GO redundantes, sobreexpresados y reprimidos, en el grupo 
de pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento respecto al grupo de sujetos no alérgicos 
obtenidos, para cada condición experimental. 
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento vs No alérgicos 
Condición 
experimental 
Durante la polinización Fuera de la polinización 




















Basal 122 35 1.254 129 3 1.279 
Olea 4 0 1.407 116 1 1.294 
Péptido 2+3 87 0 1.324 65 11 1.335 
Péptido 
10+12+13 
22 3 1.386 61 0 1.350 
Significación estadística: p-valor ajustado ≤0,05. 
 
Tabla 28. Número de procesos biológicos GO no redundantes, sobreexpresados y reprimidos, en el 
grupo de pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento respecto al grupo de sujetos no alérgicos 
obtenidos, para cada condición experimental. 
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento vs No alérgicos 
Condición 
experimental 
Durante la polinización Fuera de la polinización 










Basal 62 21 64 3 
Olea 3 0 58 1 
Péptido 2+3 39 0 36 7 
Péptido 
10+12+13 
15 3 31 0 
Significación estadística: p-valor ajustado ≤0,05. 
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4.4 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA EN EL GRUPO DE SUJETOS ALÉRGICOS AL 
POLEN DE OLIVO SIN TRATAMIENTO 
El PCA obtenido en el grupo de sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento agrupó a las 
muestras en función del estímulo, lo que sugiere la posibilidad de encontrar sondas, vías 
funcionales y procesos biológicos con expresión diferencial entre las condiciones experimentales 
estudiadas (Figura 29) o, lo que es lo mismo, los estímulos utilizados parecen inducir cambios 
específicos en la expresión génica de las PBMC. Por este motivo, se realizó un estudio más 
profundo en este grupo de sujetos. 
 
Figura 29. PCA obtenido para el grupo de sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. 
4.4.1 Expresión génica diferencial 
En cuanto al número de sondas diferencialmente expresadas, Fold change ≥2 o ≤-2 y p-valor sin 
ajustar ≤0,05, se obtuvo lo indicado en la Tabla 29.  
Tabla 29. Número de sondas génicas diferencialmente expresadas en el grupo de sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento. 
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento  
Comparación 
Durante la polinización Fuera de la polinización 
Nº Sondas Nº Sondas Total sondas 
diferenciales 
Nº Sondas Nº Sondas Total sondas 
diferenciales sobreexpresadas reprimidas sobreexpresadas reprimidas 
Olea vs Basal 940 869 1.809 930 1.188 2118 
Péptido 2+3 
vs Basal 




383 258 641 600 877 1477 
P-valor ≤0,05 y Fold Change ≥2 y ≤-2. El número de sondas sobreexpresadas se refiere al número de sondas 
cuya expresión es mayor en la primera condición de la comparación respecto a la segunda. De forma análoga, 
las sondas reprimidas son las que muestran menor expresión en la primera condición de la comparación 
respecto a la segunda. 
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Teniendo en cuenta las correcciones de Benjamini-Hochberg (ajuste del valor p), el número de 
sondas/genes con diferencias de expresión disminuyó drásticamente. Así, solamente un gen 
mantuvo una expresión diferencial estadísticamente significativa en todas las comparaciones 
planteadas: el FAM149A, 222291_at, cuya expresión es mayor cuando se estimula con Olea 
respecto a la condición Basal, (Fold Change: 7,91, p-valor ajustado: 0,01). 
4.4.2 Estudio funcional de los genes 
4.4.2.1 Vías funcionales definidas por KEGG 
El número de vías funcionales KEGG diferencialmente expresadas entre las distintas condiciones 
experimentales (presencia vs ausencia de estimulación) se muestran en la Tabla 30. El tipo de vías 
que altera su expresión en cada comparación se muestra en la Tabla 31. De entre todas las vías con 
expresión diferencial, destaca (debido a su implicación en el S.I.) la vía “Interacción receptores 
citocina-citocina”, sobreexpresada en las muestras de pacientes alérgicos estimuladas con Olea 
respecto a la condición Basal, en las muestras recogidas durante el periodo de polinización (Figura 
30). 
Tabla 30. Número de vías funcionales, definidas por KEGG, diferencialmente expresadas en el grupo de 
sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento.  
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento 
Comparación 
Durante la polinización Fuera de la polinización 
Nº vías  Nº vías  Nº vías no Nº vías  Nº vías  Nº vías no 
sobreexpresadas reprimidas diferenciadas sobreexpresadas reprimidas diferenciadas 
Olea vs Basal 3 2 158 1 0 162 
Péptido 2+3 
vs Basal 




3 0 160 0 1 162 
P-valor ajustado ≤0,05. El número de vías sobreexpresadas se refiere al número de vías cuya expresión es 
mayor en la primera condición de la comparación respecto a la segunda. De forma análoga, las vías reprimidas 
son las que muestran menor expresión en la primera condición de la comparación respecto a la segunda. 
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Tabla 31. Vías funcionales, definidas por KEGG, diferencialmente expresadas en el grupo de sujetos 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. 











Interacción de los ligandos-receptores 
neuroactivos 
hsa04080 0,4 1,41E-08 
Interacción receptores citocina-citocina hsa04060 0,25 3,09E-02 
Degradación gamma-Hexaclorociclohexano hsa00361 0,87 3,09E-02 
Vías reprimidas* 
Proteolisis mediada por ubiquitinas hsa04120 -0,36 4,42E-03 
Vía de señalización fosfatidil-inositol hsa04070 -0,46 3,09E-02 
Fuera de la 
polinización 
Vía sobreexpresada Leucemia mieloide aguda hsa05221 0,47 0,024363 











Interacción de los ligandos-
receptores neuroactivos 
hsa04080 0,42 9,39E-12 
Ribosoma hsa03010 0,73 1,30E-02 
Vías reprimidas* 
Proteolisis mediada por ubiquitinas hsa04120 -0,34 1,08E-03 
Vía de señalización fosfatidilinositol hsa04070 -0,43 1,30E-02 











Fosforilación oxidativa hsa00190 1,02 8,32E-10 
Enfermedad de Parkinson hsa05012 0,76 1,69E-05 
Interacción de los ligandos-
receptores neuroactivos 
hsa04080 0,4 3,83E-03 
Fuera de la 
polinización 
Vía reprimida* Metabolismo de piruvato hsa00620 -0,75 3,77E-02 
* Vía sobreexpresada o reprimida en la primera condición de la comparación, en función del valor de LOR. 
  
Figura 30. Vía Interacción receptores citocina-citocina. Vía sobreexpresada en los sujetos alérgicos ante la estimulación con Olea respecto a la condición Basal, en las 
muestras recogidas durante el periodo de polinización. El color del gen indica las diferencias de expresión en cada comparación: Rosa: la expresión del gen es mayor en la 
condición Olea respecto a la condición Basal. Azul: indica que el gen se encuentra reprimido en la condición Olea respecto al Basal. Verde: la expresión del gen es igual en las 
dos condiciones de la comparación, no hay cambios en su expresión. 
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4.4.2.2 Procesos biológicos definidos por GO 
En la Tablas 32 y 33 se muestran el número de procesos biológicos GO redundantes y no 
redundantes (respectivamente), diferencialmente expresados en cada comparación, siguiendo los 
criterios estadísticos mencionados anteriormente (p-valor ajustado ≤0,05). 
Tabla 32. Número de procesos biológicos GO redundantes, diferencialmente expresados en el grupo de 
sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. 
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento 
Comparación 





















Olea vs Basal 13 53 1.345 38 24 1.349 
Péptido 2+3 
vs Basal 




14 0 1.397 2 2 1.407 
El número de procesos biológicos sobreexpresado se refiere al número de procesos biológicos cuya expresión 
es mayor en la primera condición de la comparación respecto a la segunda. De forma análoga, los procesos 
biológicos reprimidos son los que muestran menor expresión en la primera condición de la comparación 
respecto a la segunda. Significación estadística: p-valor ajustado ≤0,05. 
 
Tabla 33. Número de procesos biológicos GO no redundantes, diferencialmente expresados en el grupo 
de sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento.   
Alérgicos al polen de olivo sin tratamiento 
Comparación  
Durante la polinización Fuera de la polinización 











Olea vs Basal 9 29 22 16 
Péptido 2+3 vs Basal 10 18 2 2 
Péptido 10+12+13 vs 
Basal 
8 0 2 2 
El número de procesos biológicos sobreexpresados se refiere al número de procesos biológicos cuya 
expresión es mayor en la primera condición de la comparación respecto a la segunda. De forma análoga, los 
procesos biológicos reprimidos son los que muestran menor expresión en la primera condición de la 
comparación respecto a la segunda. Significación estadística: p-valor ajustado ≤0,05. 
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5 VALIDACIÓN DE GENES MEDIANTE LA REACCIÓN EN CADENA DE 
LA POLIMERASA CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (QRT-PCR) 
La validación de los resultados obtenidos por microarrays se realizó mediante la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) (siguiendo el protocolo 
descrito en el Apartado 8 de Materiales y Métodos) en una población de estudio seleccionada a 
partir de la población inicial, previamente descrita. 
5.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO  
Se seleccionaron 12 sujetos alérgicos al polen de olivo no tratados con inmunoterapia, cuyas 
características demográficas y clínicas vienen resumidas en la Tabla 34. En este análisis, únicamente 
se utilizaron las muestras recogidas fuera del periodo de polinización, con el fin de simular a nivel 
de laboratorio lo que les sucede a los sujetos alérgicos al estar en contacto con el alérgeno, y no 
una sobreexposición ambiental, como podría ser el estimular las muestras recogidas durante el 
periodo de polinización.  
Tabla 34. Características demográficas y clínicas de los sujetos alérgicos al polen de olivo, sin 
tratamiento, seleccionados para la validación de genes. 






Niveles de IgE 
total*(IU/ml) 





12 33 ± 10 83/17 208,3 ± 180,95 48,57 ± 38,57 
100% Asma/ 
Rinitis 
*Datos obtenidos fuera del periodo de polinización. 
5.2 SELECCIÓN DE LOS GENES A VALIDAR 
A partir de los resultados obtenidos en el estudio de microarrays para el grupo de pacientes 
alérgicos al polen de olivo sin tratamiento (Tabla 29), en las distintas condiciones experimentales 
analizadas, se seleccionaron los 189 genes más representativos (según los criterios descritos en el 
Apartado 8.3 de Materiales y Métodos) para su validación por qRT-PCR (Tabla 35). Los genes 
endógenos utilizados en el estudio fueron 18S, GAPDH y 2 microglobulina. 
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Tabla 35. Genes seleccionados para validación por qRT-PCR. 
Símbolo Nombre completo 
A2M α2-Macroglobulina 
ADORA2A Receptor A2a de adenosina  
ABHD2 Dominio 2 portador de abhidrolasa (Abhidrolasa que contiene el dominio 2) 
ABHD12 Dominio 12 portador de abhidrolasa (Abhidrolasa que contiene el dominio 12) 
ADAM19 
Dominio19 de la metalopeptidasa ADAM (Miembro de la familia ADAM con actividad 
metalopeptidasa en el dominio 19) 
ADAM28 
Dominio 28 de la metalopeptidasa ADAM (Miembro de la familia ADAM con actividad 
metalopeptidasa en el dominio 28) 
ADCY1 Adenilato ciclasa 1  
ADORA2B Receptor A2b de adenosina  
ALOX5 Lipooxigenasa 5 de araquidonato 
APOE Apolipoproteina E 
ASRGL1 Asparaginasa tipo 1 (Proteína 1 similar a asparaginasa)  
ATAD3A, Familia de la ATPasa, dominio 3A portador de AAA 
ATP13A3 ATPasa tipo 13A3 
ATRN Atractina 
BCL6 Célula B CLL/linfoma 6 
BRAF Homólogo B1 del oncogen del sarcoma viral múrido v-raf  
BTRC Repetición beta-transducina portador de la proteína ubiquitina ligasa E3  
C1QC Cadena C del componente C1q del Sistema del Complemento 
C11orf45 Marco de lectura abierto 45 del cromosoma 11 
CALHM2 Modulador 2 de la homeostasis del calcio  
CALM1 Calmodulina 1  
CAMK1 Proteinquinasa I dependiente de calcio/calmodulina 
CBS Beta-sintetasa de la cistationina  
CCL4 Ligando 4 de quimiocinas con motivo C-C  
CCL20 Ligando 20 de quimiocinas con motivo C-C 
CCL22 Ligando 22 de quimiocinas con motivo C-C  
CD4 Cúmulo de diferenciación 4 
CD36 Cúmulo de diferenciación 36 (receptor de trombospondina) 
CD55 
Cúmulo de diferenciación 55, factor de aceleración de decaimiento para el 
complemento (grupo sanguíneo Cromer ) 
CD84 Cúmulo de diferenciación 84  
CD86 Cúmulo de diferenciación 86 
CD93 Cúmulo de diferenciación 93  
CD101 Cúmulo de diferenciación 101  
CD163 Cúmulo de diferenciación 163  
CGGBP1 Proteína 1 de unión al triplete de repetición CGG 
CLDN12 Claudina 12 
CNTROB Centrobinina (proteína de interacción con BRCA2 del centrosoma)   
COL23A Colágeno tipo XXIII α 1 
CRELD1 Proteína con un dominio 1 similar al factor de crecimiento endotelial (EGF) rico en 
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cisteína 
CREM Modulador de elementos de respuesta al AMPc  
CRLF2 Receptor de citocinas similar al factor 2 (Receptor de TSLP) 
CRTAP Proteína asociada a cartílago 
CSTA Cistatina A 
CTSG Catepsina G 
CXCL1 
Ligando 1 de quimiocina (motivo C-X-C) (actividad alfa estimuladora del crecimiento 
de melanoma) 
DAB2 Homólogo 2 desactivado, fosfoproteína receptiva de mitógeno (Drosophila) 
DEFB124 Defensina, beta 124 
DHRS9 Miembro 9 de la deshidrogenasa/reductasa (familia SDR) 
DNAJB9 Homólogo DnaJ (Hsp40), subfamilia B, miembro 9 
DNMT1 Metiltransferasa 1 de DNA  
DOK2 Proteína de acoplamiento 2, 56kDa 
DUSP4 Fosfatasa 4 con especificidad dual  
DYRK3 Quinasa 3 de especificidad dual regulada por fosforilación en tirosina (Y) 
EBI3 Virus 3 inducido por Epstein-Barr  
EDN1 Endotelina 1 
ELOVL7 Elongasa 7 del ácido graso ELOVL 
EMR3 
Gen que codifica a un miembro de la familia de receptores transmembrana (similar al 
receptor de hormonas 3) con motivos similares al factor de crecimiento endotelial y a 
la mucina 
EPHB2 Receptor B2 de epinefrina (EPH) 
ERBB3 
Homólogo 3 del oncogen viral v-erb-b2 de leucemia eritroblástica aviar. Codifica por 
un miembro de la familia de receptores del factor de crecimiento epidermal. 
EREG Epirregulina 
FAAH2 Hidrolasa 2 de amidas de ácidos grasos  
FABP4 Proteína de unión a ácidos grasos, encontrada en adipocitos 
FBXO2 Proteína 2 de la caja F. Subunidad del complejo ubiquitina proteína-ligasa 
FCN1 Ficolina 1, con probable actividad de unión a la elastina 
FN1 Fibronectina 1 
FOXP1 Factor de transcripción de la familia forkhead box P1 
FPR3 Receptor 3 del péptido formil 
FSD1L Fibronectina tipo III y dominio tipo, portador de SPRY  
FUCA1 
Fucosidasa, alfa-L-1, enzima lisosomal que degrada glicoproteínas y glicolípidos que 
contienen fucosa 
GAA Alfa glicosidasa ácida 
GABPB1 Subunidad beta 1 del factor de transcripción de proteínas de unión a GA 
GDE1 Fosfodiesterasa 1 del glicerofosfodiéster 
GOSR1 Miembro 1 del complejo del receptor SNAP del Golgi  
GPBP1 Proteína 1 de unión a promotores ricos en GC (también llamada vasculina) 
GPNMB Glicoproteina transmembrana NMB 
HFE 
Hemocromatosis. La proteína codificada por este gen es una proteína de membrana 
similar a las proteínas de MHC-I y se asocia a la Ǆ2-microglobulina 
HMGB2 
Proteínas tipo caja 2, del grupo de alta movilidad. Podrían facilitar las interacciones 
entre proteínas que actúan en cis, promoviendo la flexibilidad del DNA 
HRH4 Receptor H4 de la histamina  
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HSPA6 Proteína 6 heat shock de 70kDa (HSP70B') 
ICOS Molécula coestimuladora inducible 
IDO1 Dioxigenasa 1 del 2,3 indoleaminina 
IER3 Respuesta inmediata temprana 3 
IER5 Respuesta inmediata temprana 5 
IL1A Interleucina 1, alfa 
IL1B Interleucina 1 beta 
IL2RA Receptor de Interleucina 2, alfa 
IL6 Interleucina 6 (interferon, beta 2) 
IL8 Interleucina 8 
IL12B 
Interleucina 12B (factor estimulador de células natural killer 2, factor de maduración 
linfocitario citotóxico 2, p40) 
IL13RA1 Interleucina 13 receptor, alfa 1 
IL15 Interleucina 15 
IL19 Interleucina 19 
IL24 Interleucina 24 
INHBA ǄA-inhibina  
IRAK2 Quinasa 2 asociada al receptor de interleucina 1 
ITGB3 Ǆ3-Integrina (glicoproteína de plaquetas IIIa, antígeno CD61) 
ITGB8 Ǆ8-Integrina  
KRAS Homólogo del oncogén viral v-Ki-ras2, del sarcoma de rata Kirsten  
KREMEN1 Proteína de transmembrana 1, portadora de kringle 
LAPTM4B Proteína de transmembrana lisosomal Ǆ4  
LCP2 
Proteína citosólica linfocitaria 2 (dominio SH2, portador de la proteína leucocitaria de 
76kDa) 
LGMN Leguminosa 
LRP1 Proteína 1, relacionada con el receptor de lipoproteína de baja densidad 
MAFF Homólogo F del oncogén v-maf del fibrosarcoma musculoaponeurótico aviar 
MAMLD1 
Gen que codifica por una proteína que contiene el dominio 1 similar al mastermind 
(cerebro)  
MAP3K4 Proteína-quinasa quinasa quinasa 4 activada por mitógeno 
MPEG1 Expresado en macrófago 1 
ME1 Enzima malice 
MET MET protooncogén (receptor del factor de crecimiento hepático) 
MIR155HG Gen huésped de MIR155 (no codificante de proteína) 
MMP1 Metalopeptidasa de matriz 1 (colagenasa intersticial) 
MMP7 Metalopeptidasa de matriz 7 (matrilisina, utirina) 
MMP10 Metalopeptidasa de matriz 10 (estromelisina 2) 
MS4A1 Dominios de expansión de membrana 4, subfamilia A, miembro 1 
MSR1 Receptor scavenger de macrófago 1 
MYO5A Miosina VA (cadena pesada 12, miosina) 
MYOF Mioferlina 
NAMPT Fosforribosiltransferasa nicotinamida  
NBN Nibrina 
NFKBIZ1 
Factor nuclear del gen del polipéptido de cadena ligera kappa, potenciador inhibidor 
de células B, zeta  
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OGFRL1 Factor de crecimiento opioide tipo 1 
OSM Oncostatina M 
PDGFA Polipéptido del factor de crecimiento alfa derivado de plaquetas 
PECAM1 Molécula de adhesión celular plaquetario/endotelial 1 
PI4K2A Quinasa tipo 2, alfa fosfatidilinositol 4 
PLA2G15 Fosfolipasa A2, grupo XV 
PMFBP1 Proteína de unión 1 al factor de modulación de poliamina 1 
POLR3H Polipéptido H de la RNA polimerasa III (22.9kD) 
PRKACA Proteína quinasa dependiente de AMPc, subunidad catalítica alfa 
PPARG Receptor gamma activado por el factor de proliferación de peroxisomas 
PPT1 Tioesterasa de la proteína palmitoil 1 
PSAP Prosaposina 
PTGER2 Receptor 2 de la prostaglandina E (subtipo EP2), 53kDa 
PTGFRN Regulador negativo del receptor de prostaglandina F2 
PTGS2 
Sintetasa 2 de prostaglandina-endoperoxida (sintetasa y ciclooxigenasa de 
prostaglandina G/H) 
RAB12 Miembro RAS de la familia de oncogenes 
RASA2 Activador proteico 2 de RAS, p21 
RBPJ 
Proteína de señalización de recombinación para la región J de la cadena kappa de 
inmunoglobulinas  
RGS14 Regulador de proteína de señalización G número 14 
RGS16 Regulador de proteína de señalización G número 16 
RNASE1 Ribonucleasa, familia RNase A, 1 (pancreática) 
RRAS Homólogo relacionado al oncogén viral RAS (r-ras) 
SAE1 Subunidad enzimática 1 activadora de SUMO1 
SAMSN1 Dominio SAM, dominio SH3 y señales de localización nuclear 1 
SCARF1 Receptor scavenger clase F número 1 
SEMA6B Dominio sema, dominio transmembrana (TM) y dominio citoplásmico, (semaforina) 6B 
SERPINB2 Inhibidor de serpín peptidasa, subtipo B (ovalbumina), miembro 2 
SERPINB9 Inhibidor de serpín peptidasa, subtipo B (ovalbumina), miembro 9 
SKP1 Proteína 1 asociada a la quinasa de fase S 
SLC1A2 
Familia de portadores de solutos 1 (transportador glial de glutamato de alta afinidad), 
miembro 2 
SLC8A1 Miembro 1 de la familia de portadores de solutos 8 (intercambiador de sodio/calcio). 
SLC23A2 Familia de portadores de solutos 23 (transportadores de base nuclear) 
SLC24A6 Familia de portadores de solutos 24 (intercambiador de sodio/litio/calcio), miembro 6 
SLC39A11 Familia de portadores de solutos 39 (transportador de iones metales), miembro 11 
SLCO2B1 Familia de portadores de solutos de aniones orgánicos  
SMCHD1 
Dominio 1 portador de mantenimiento estructural de la bisagra flexible de 
cromosomas 
SMG5 Homólogo smg-5, factor de decaimiento mediado por mRNA antisentido (C. elegans) 
SOCS3 Supresor 3 de señalización de citocinas 
SOS1 Homólogo 1 de son of sevenless (Drosophila) 
SPINK1 Inhibidor de serín peptidasa 
SPIRE1 Factor 1 de nucleación de actina tipo aguja (Drosophila) 
STAB1 Estabilina 1 
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ST14 Supresión de la tumorogenicidad 14 (carcinoma de colon) 
SYNJ2 Sinaptojanina 2. Es un miembro de la familia inositol-polifosfato 5 fosfatasa  
TANK Activador NFKB asociado al miembro de la familia TRAF 
TDO2 Dioxigenasa del 2,3 triptófano 
TFPI2 Inhibidor 2 de la vía del factor de tejido 
TGFA Factor de crecimiento transformante α 
TGFBI Factor de crecimiento transformante, beta-inducido, 68kDa 
TGIF1 Factor homeobox 1 inducido por TGFB 
THBD Trombomodulina 
TLR4 Receptor tipo toll 4 
TM4SF1 Miembro 1 de la familia Transmembrana 4 L6 
TMEM150B Proteína transmembrana 150B 
TNS1 Tensina 1 
TREM1 Receptor iniciador 1 expresado en células mieloides 
TREM2 Receptor iniciador 2 expresado en células mieloides 
TSC22D1 Familia del dominio TSC22, miembro 1 
TSPAN13 Tetraspanina 13 
UAP1L1 UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa 1 del tipo 1 
UBASH3B Dominio portador B de SH y asociado a ubiquitina 
VEGFA Factor de crecimiento A del endotelio vascular 
VNN1 Vanina 1 
VSIG4 
Codifica por un dominio de inmunoglobulinas y v-set incluido en una proteína 
relacionada con proteínas de regulación inmune. 
WNT5A Familia del sitio de integración MMTV del tipo Wingless, miembro 5A 
ZBTB7A Dominio portador 7A de BTB y dedo de zinc 
ZFYVE19 Dominio portador 19 de FYVE y dedo de zinc 
ZNF226 Proteína 226 de dedo de zinc 
ZNF467 Proteína 467 de dedo de zinc 
Genes endógenos 
18S  Subunidad de 18 unidades Svedberg del ribosoma 
GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
B2M  Ǆ-2 Microglobulina 
Aunque se analizaron la expresión de tres endógenos, finalmente, para el estudio de validación, se 
utilizó como gen de referencia el 18S, por ser el gen que presentó los Ct más estables. 
5.3 ANÁLISIS A NIVEL GLOBAL 
En este análisis obtuvimos datos muy relevantes que confirmaron que los distintos estímulos 
producían cambios a nivel de expresión génica, como ya se vio mediante los estudios por 
microarrays. Además, empleando un modelo jerárquico no supervisado se observó que los cambios 
de expresión permitían separar las muestras estimuladas con el Péptido 2+3 de todas las demás, es 
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decir, que las muestras estimuladas con este Péptido tienen una expresión muy similar de estos 189 
genes y que esa expresión es muy diferente de las demás muestras, como indica la Figura 31. 
 
Figura 31. Heat map de los 189 genes. Agrupamiento de las muestras de pools en relación a la expresión de 
los 189 genes analizados.  
5.4  ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES 
Para valorar qué genes tienen diferencias de expresión, se realizaron comparaciones de las medias 
de ΔCt entre las distintas condiciones para cada gen (ΔΔCt). 
Las comparaciones realizadas fueron: 
ΔΔCt (Olea-Basal)= media ΔCt (pools Olea) – media ΔCt (pools Basal) 
ΔΔCt (Péptido 2+3-Basal)= media ΔCt (pools Péptido 2+3) – media ΔCt (pools Basal) 
ΔΔCt (Péptido 10+12+13-Basal)= media ΔCt (pools Péptido 10+12+13) – media ΔCt (pools Basal) 
ΔΔCt (Péptido 2+3-Olea)= media ΔCt (pools Péptido 2+3) – media ΔCt (pools Olea) 
ΔΔCt (Péptido 10+12+13-Olea)= media ΔCt (pools Péptido 10+12+13) – media ΔCt (pools Olea) 
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ΔΔCt (Péptido 10+12+13-Péptido 2+3)= media ΔCt (pools Péptido 10+12+13) – media ΔCt (pools 
Péptido 2+3) 
De todas las comparaciones realizadas, solo en las que participa la condición Péptido 2+3 se 
observaron resultados estadísticamente significativos (p-valor ajustado ≤0,05) (Tabla 36). 
Tabla 36. Número de genes diferenciales estadísticamente significativos en cada comparación.  
 
Comparación Nº genes diferenciales 
Olea vs Basal 0 
Péptido 2+3 vs Basal 36 
Péptido 10+12+13 vs Basal 0 
Péptido 2+3 vs Olea 30 
Péptido 10+12+13 vs Olea 0 
Péptido 10+12+13 vs Péptido 2+3 38 
 
Cuando se compara la condición Péptido 2+3 respecto al Basal, 36 genes muestran diferencias de 
expresión: 10 de los genes tienen mayor expresión bajo la estimulación con el Péptido 2+3 que la 
condición Basal (CCL22, CXCL1, IL1A, IL1B, IL6, INHBA, PTGS2, SERPINB2, TFPI2 y WNT5A), indicados 
en color rojo en la Tabla 37. Veintiseis, se encuentran reprimidos (APOE, C1QC, CAMK1, CD36, CD86, 
DNMT1, FCN1, FPR3, FUCA1, GAA, GPNMB, LGMN, LRP1, ME1, MYOF, PI4K2A, PSAP, RNASE1, 
SEMA6B, SPINK1, ST14, STAB1, TGFBI, TLR4, TREM2 y ZNF467), que aparecen en la Tabla 37 en color 
azul.  
En la comparación Péptido 2+3 vs Olea, el Péptido 2+3 promueve una mayor expresión de los 
genes FAAH2, IL6, PTGS2 y TFPI2, (aparecen en color rojo en la Tabla 38). Mientras, reprime la 
expresión de 26 genes (ADAM28, APOE, CAMK1, CD36, CD86, FCN1, FPR3, FUCA1, GAA, GDE1, 
GPNMB, LGMN, LRP1, ME1, MPEG1, MYOF, PI4K2A, PSAP, RNASE1, SEMA6B, SPINK1, ST14, STAB1, 
TGFBI, TLR4 y UBASH3B), los cuales aparecen en color azul en la Tabla 38. 
En la comparación entre los Péptidos 2+3 y 10+12+13, el Péptido 2+3 promueve la expresión de 
CCL20, CCL22, CXCL1, EBI3, IL1A, IL1B, IL24, IL2RA, IL6, ITGB8, MIR155HG, PTGS2, SERPINB2, TFPI2 y 
TREM1 (indicados en rojo en la Tabla 39), mientras que el Péptido 10+12+13 promueve la 
expresión de ABHD2, APOE, CAMK1, CD36, CD84, DAB2, FCN1, FPR3, FUCA1, GPNMB, LGMN, LRP1, 
ME1, MPEG1, MYOF, PSAP, RNASE1, SEMA6B, SPINK1, ST14, STAB1, TGFBI, y TLR4, que aparecen en 
azul en la Tabla 39.  
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APOE-Hs00171168_m1  21,49 1,07 17,97 1,04 3,53 1,49E-03 
C1QC-Hs00757779_m1  20,96 1,35 18,31 1,65 2,65 3,20E-02 
CAMK1-Hs00269334_m1  20,67 1,01 16,98 0,83 3,69 7,71E-04 
CCL22-Hs99999075_m1  15,64 1,03 18,27 0,85 -2,63 1,57E-02 
CD36-Hs00354519_m1  20,49 1,63 17,50 1,58 2,99 1,57E-02 
CD86-Hs01567025_m1  21,03 1,05 18,22 0,33 2,81 7,87E-03 
CXCL1-Hs00236937_m1  11,61 0,56 16,07 3,20 -4,45 2,17E-03 
DNMT1-Hs00154749_m1  19,88 1,08 17,62 0,81 2,26 3,94E-02 
FCN1-Hs00157572_m1  21,01 0,72 16,66 1,40 4,35 2,71E-04 
FPR3-Hs01574392_m1 19,56 1,81 14,07 1,67 5,49 8,81E-05 
FUCA1-Hs00609173_m1 20,79 0,84 16,55 1,99 4,23 7,35E-04 
GAA-Hs01089838_m1  20,25 1,90 17,60 1,49 2,64 3,94E-02 
GPNMB-Hs01095669_m1  20,58 0,91 12,96 1,32 7,62 5,21E-08 
IL1A-Hs00899848_m1 17,65 0,56 20,26 2,25 -2,61 3,94E-02 
IL1B-Hs99999029_m1  11,25 0,68 14,89 2,54 -3,64 5,55E-03 
IL6-Hs00985639_m1 15,04 0,81 20,27 1,56 -5,23 4,31E-05 
INHBA-Hs01081598_m1  16,02 0,60 18,97 2,96 -2,95 3,94E-02 
LGMN-Hs00271599_m1  19,91 0,72 16,15 0,86 3,76 6,48E-04 
LRP1-Hs00233856_m1 20,74 1,04 16,94 0,74 3,80 6,48E-04 
ME1-Hs01554892_m1  21,31 1,01 18,02 1,17 3,28 3,15E-03 
MYOF-Hs00203853_m1  20,57 1,15 16,48 1,27 4,08 6,48E-04 
PI4K2A-Hs00218300_m1  19,67 1,48 17,16 1,60 2,51 4,25E-02 
PSAP-Hs01551096_m1  15,04 0,46 12,84 0,53 2,20 3,36E-02 
PTGS2-Hs00153133_m1  15,82 1,09 19,93 2,14 -4,12 1,27E-03 
RNASE1-
Hs00379274_m1 
20,78 0,77 17,06 1,06 3,72 7,55E-04 
SEMA6B-
Hs00220339_m1  
18,22 1,44 15,32 1,06 2,90 1,25E-02 
SERPINB2-
Hs01010736_m1  
10,81 0,56 13,97 2,34 -3,16 1,29E-02 
SPINK1-Hs00162154_m1  20,42 1,20 16,79 2,07 3,63 4,02E-03 
ST14-Hs01058386_m1 20,57 0,86 16,97 0,79 3,60 8,03E-04 
STAB1-Hs00248439_m1  20,13 0,54 15,87 0,92 4,26 1,81E-04 
TFPI2-Hs00197918_m1 17,63 0,21 21,25 1,85 -3,62 1,93E-03 
TGFBI-Hs00932747_m1  19,34 0,54 14,28 1,34 5,06 4,31E-05 
TLR4-Hs00152939_m1  21,43 1,03 17,40 1,12 4,03 6,39E-04 
TREM2-Hs00219132_m1 21,49 1,07 18,85 0,93 2,65 1,57E-02 
WNT5A-Hs00998537_m1 18,30 1,25 21,23 1,37 -2,93 1,25E-02 
ZNF467-Hs00737097_m1 21,49 1,07 19,01 0,39 2,48 1,93E-02 
Los resultados de ∆∆Ct negativos (color rojo) indican que el gen se encuentra sobreexpresado en la condición 
Péptido 2+3 respecto a la condición Basal. Los resultados de ∆∆Ct positivos (color azul) indican que el gen se 
encuentra reprimido en la condición Péptido 2+3 respecto a la condición Basal. 
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20,22 1,37 17,89 0,68 2,33 3,72E-02 
APOE-Hs00171168_m1  21,49 1,07 18,50 1,66 2,99 1,91E-02 
CAMK1-Hs00269334_m1  20,67 1,01 17,53 0,47 3,14 3,45E-03 
CD36-Hs00354519_m1  20,49 1,63 17,64 1,32 2,85 2,79E-02 
CD86-Hs01567025_m1  21,03 1,05 17,67 0,74 3,36 2,82E-03 
FAAH2-Hs00415899_m1 19,16 0,85 21,34 1,19 -2,18 4,99E-02 
FCN1-Hs00157572_m1 21,01 0,72 17,68 2,25 3,33 1,91E-02 
FPR3-Hs01574392_m1  19,56 1,81 14,64 1,41 4,93 1,01E-03 
FUCA1-Hs00609173_m1 20,79 0,84 15,61 0,90 5,18 5,84E-05 
GAA-Hs01089838_m1  20,25 1,90 17,28 0,26 2,97 1,91E-02 
GDE1-Hs00213347_m1  20,44 0,66 18,34 0,65 2,10 3,24E-02 
GPNMB-Hs01095669_m1 20,58 0,91 13,34 0,86 7,24 8,23E-07 
IL6-Hs00985639_m1  15,04 0,81 18,95 3,43 -3,91 2,97E-02 
LGMN-Hs00271599_m1  19,91 0,72 15,70 0,71 4,22 3,32E-04 
LRP1-Hs00233856_m1  20,74 1,04 17,22 0,53 3,52 1,56E-03 
ME1-Hs01554892_m1  21,31 1,01 18,29 0,41 3,02 4,16E-03 
MPEG1-Hs00909102_s1  17,53 0,99 14,44 1,90 3,09 1,97E-02 
MYOF-Hs00203853_m1  20,57 1,15 16,96 0,82 3,60 1,99E-03 
PI4K2A-Hs00218300_m1  19,67 1,48 17,13 0,70 2,54 2,79E-02 
PSAP-Hs01551096_m1 15,04 0,46 13,02 0,59 2,02 3,31E-02 
PTGS2-Hs00153133_m1  15,82 1,09 19,41 2,26 -3,59 1,58E-02 
RNASE1-Hs00379274_m1  20,78 0,77 16,51 1,11 4,27 4,31E-04 
SEMA6B-Hs00220339_m1  18,22 1,44 15,10 1,05 3,11 1,22E-02 
SPINK1-Hs00162154_m1  20,42 1,20 17,75 1,30 2,67 2,59E-02 
ST14-Hs01058386_m1  20,57 0,86 17,29 1,12 3,29 3,95E-03 
STAB1-Hs00248439_m1 20,13 0,54 16,72 0,80 3,41 1,56E-03 
TFPI2-Hs00197918_m1  17,63 0,21 20,35 1,63 -2,71 1,97E-02 
TGFBI-Hs00932747_m1  19,34 0,54 14,91 1,32 4,44 4,10E-04 
TLR4-Hs00152939_m1  21,43 1,03 18,26 1,38 3,17 9,91E-03 
UBASH3B-
Hs00262721_m1  
19,82 1,57 17,10 0,61 2,73 2,00E-02 
Los resultados de ∆∆Ct negativos (color rojo) indican que el gen se encuentra sobreexpresado en la condición 
Péptido 2+3 respecto a la condición Olea. Los resultados de ∆∆Ct positivos (color azul) indican que el gen se 
encuentra reprimido en la condición Péptido 2+3 respecto a la condición Olea. 
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Tabla 39. Comparación Péptido 10+12+13 vs Péptido 2+3. 
















































ABHD2-Hs00199684_m1 15,33 0,71 17,66 1,41 -2,33 3,73E-03 
APOE-Hs00171168_m1  18,32 2,05 21,49 1,07 -3,18 1,24E-03 
CAMK1-
Hs00269334_m1  
17,47 1,98 20,67 1,01 -3,19 9,82E-04 
CCL20-Hs00171125_m1  20,44 0,74 18,23 1,16 2,21 3,96E-03 
CCL22-Hs99999075_m1  18,64 2,1 15,64 1,03 3 2,12E-03 
CD36-Hs00354519_m1 17,63 1,17 20,49 1,63 -2,86 1,67E-03 
CD84-Hs00174668_m1  17,68 0,69 19,63 0,92 -1,95 6,75E-03 
CXCL1-Hs00236937_m1  16,83 4,06 11,61 0,56 5,22 4,76E-04 
DAB2-Hs01120074_m1 18,92 0,22 20,81 1,23 -1,89 9,65E-03 
EBI3-Hs01057148_m1  21,06 0,5 19,03 1,1 2,02 5,79E-03 
FCN1-Hs00157572_m1  17,05 1,19 21,01 0,72 -3,96 9,63E-06 
FPR3-Hs01574392_m1 14,26 0,51 19,56 1,81 -5,3 8,20E-07 
FUCA1-Hs00609173_m1 15,94 1,13 20,79 0,84 -4,84 5,78E-07 
GPNMB-
Hs01095669_m1  
13,59 1,14 20,58 0,91 -6,99 1,68E-09 
IL1A-Hs00899848_m1 19,6 1,28 17,65 0,56 1,95 9,60E-03 
IL1B-Hs99999029_m1  14,79 1,96 11,25 0,68 3,54 2,51E-04 
IL24-Hs01114274_m1 19,74 1,63 16,79 1,48 2,95 1,87E-03 
IL2RA-Hs00907777_m1 20,69 0,59 18,4 1,63 2,28 5,70E-03 
IL6-Hs00985639_m1 19,41 2,06 15,04 0,81 4,36 3,43E-05 
ITGB8-Hs01110394_m1  20,27 1,12 18,18 0,64 2,09 5,15E-03 
LGMN-Hs00271599_m1  16,46 0,46 19,91 0,72 -3,45 1,42E-05 
LRP1-Hs00233856_m1  17,65 0,6 20,74 1,04 -3,1 1,17E-04 
ME1-Hs01554892_m1  18,14 1 21,31 1,01 -3,17 1,58E-04 
MIR155HG-
Hs01374569_m1  
20,9 0,52 18,69 0,59 2,2 1,58E-03 
MPEG1-Hs00909102_s1 14,89 1,68 17,53 0,99 -2,65 2,78E-03 
MYOF-Hs00203853_m1  17,13 1,22 20,57 1,15 -3,44 1,21E-04 
PSAP-Hs01551096_m1  13,22 0,5 15,04 0,46 -1,82 6,03E-03 
PTGS2-Hs00153133_m1  20,17 1,05 15,82 1,09 4,35 3,93E-06 
RNASE1-
Hs00379274_m1  
17,42 0,71 20,78 0,77 -3,36 3,09E-05 
SEMA6B-
Hs00220339_m1 
14,98 0,59 18,22 1,44 -3,23 1,74E-04  
SERPINB2-
Hs01010736_m1  
14,82 2,58 10,81 0,56 4,01 2,85E-03 
SPINK1-Hs00162154_m1 17,42 0,52 20,42 1,20 -3,00 2,36E-03 
ST14-Hs01058386_m1 18,02 1,54 20,57 0,86 -2,55 1,86E-02 
STAB1-Hs00248439_m1 16,51 0,98 20,13 0,54 -3,61 3,52E-04 
TFPI2-Hs00197918_m1  20,76 0,46 17,63 0,21 3,12 5,58E-04 
TGFBI-Hs00932747_m1 14,60 0,80 19,34 0,54 -4,74 1,86E-05 
TLR4-Hs00152939_m1  18,01 1,47 21,43 1,03 -3,41 2,16E-03 
TREM1-Hs00218624_m1 20,09 0,23 18,17 1,30 1,91 4,83E-02 
Los resultados de ∆∆Ct positivos (color rojo) indican que el gen se encuentra sobreexpresado en la condición 
Péptido 2+3 respecto a la condición Péptido 10+12+13. Los resultados de ∆∆Ct positivos (color azul) indican 
que el gen se encuentra reprimido en la condición Péptido 2+3 respecto a la condición Péptido10+12+13. 
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Muchos de los genes que aparecen diferencialmente expresados son comunes en varias de las 
comparaciones planteadas (Tablas 36, 37, 38 y 39). Por ello, al hacer un estudio más exhaustivo, se 
comprobó que, en realidad, son 51 los genes que modifican su expresión con el Péptido 2+3 
respecto al resto de los estímulos: ABHD2, ADAM28, APOE, CAMK1, C1QC, CCL20, CCL22, CD36, 
CD84, CD86, CXCL1, DAB2, DNMT1, EBI3, FAAH2, FCN1, FPR3, FUCA1, GAA, GDE1, GPNMB, IL1A, 
IL1B, IL2RA, IL6, IL24, INHBA, ITGB8, LGMN, LRP1, MPEG1, ME1, MIR155HG, MYOF, PIPI4K2A, PSAP, 
PTGS2, RNASE1, SEMA6B, SERPINB2, SPINK1, STAB1, ST14, TFPI2, TGFǄI, TLR4, TREM1, TREM2, 
UBASH3B, WNT5A y ZNF467. De estos genes, solo algunos se encuentran diferencialmente 
expresados en las 3 comparaciones. Por un lado, IL6, PTGS2 y TFPI2 están incrementados en la 
condición Péptido 2+3 respecto a las demás, mientras que los genes: APOE, CAMK1, CD36, FCN1, 
FPR3, FUCA1, GPNMB, LGMN, LRP1, ME1, MYOF, PSAP RNASE1, SEMA6B, SPINK1, ST14, STAB1, 
TGFBI y TLR4 se encuentran reprimidos en esa misma condición. 
A la vista de estos resultados, se reanalizaron únicamente los datos con los 51 genes con expresión 
diferencial estadísticamente significativa, utilizando nuevamente un modelo jerárquico no 
supervisado. Este análisis agrupó los heat maps tal y como aparece indicado en la Figura 32, 
demostrando que el Péptido 2+3, modula específicamente la expresión de esos genes (las 
muestras estimuladas con este Péptido se agrupan por un lado, mientras que las demás por otro). 
 
Figura 32. Heat maps de los 51 genes diferencialmente expresados. A) Heat map de todas las muestras 
(pools) del estudio. B) Heat map de las muestras estimuladas con el Péptido 2+3 (P2+3) y la muestras sin 
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estimular (Basal). C) Heat map de las muestras estimuladas con el Péptido 2+3 y las muestras estimuladas con 
Olea. D) Heat map de las muestras estimuladas con el Péptido 10+12+13 (P10+12+13) y estimuladas con el 
Péptido 2+3. 
5.5 ESTUDIO FUNCIONAL DE GENES 
Para definir rutas biológicas en las que están involucrados, los 51 genes con diferencias de 
expresión más relevantes, se analizaron desde un punto de vista funcional, usando la base de datos 
DAVID. El análisis estableció 5 agrupamientos principales (Tabla 40): 1. Genes que intervienen en la 
respuesta inmune, 2. Genes que intervienen en la endocitosis, 3. Genes relacionados con el factor 
de crecimiento epidérmico, 4. Genes relacionados con los lisosomas y 5. Genes relacionados con la 
cicatrización. Los genes que no pudieron ser agrupados bajo ningún epígrafe de los anteriores, se 
agruparon bajo el nombre de Miscellaneous. Algunos de los genes, debido a sus características 
funcionales, pertenecían a más de un grupo. El grupo que más genes alberga es el de respuesta 
inmune, que se dividió en varios subgrupos en función de sus implicaciones dentro del Sistema 
Inmunitario.  
Tabla 40. Clasificación funcional de genes mediante el programa DAVID.  
Por otro lado, para analizar las posibles interacciones interproteicas, se utilizó el programa STRING 
9.0. El estudio mostró una red de interacciones proteicas en la que el núcleo central corresponde a 




Regulación positiva de 
Sistema Inmunitario 
CD86, EBI3, C1QC, IL1B, IL2RA, IL6, TLR4 
Quimiotaxis CCL20, CCL22, CXCL1, FPR3, IL1B, IL6 
Actividad de citocinas EBI3, CCL20, CCL22, CXCL1, INHBA, IL1A, IL1B, IL24, IL6 
Respuesta a bacterias CCL20, IL1B, IL6, PTGS2, STAB1, TLR4  
Regulación de la proliferación 
celular 
CD86, EBI3, CXCL1, GPNMB, APOE, IL1A, IL1B, IL2RA, IL6, 
PTGS2 
Otros FCN1, PI4K2A, TREM1, TREM2 
2. ENDOCITOSIS CD36, DAB2, FCN1, APOE, LRP1, STAB1 
3. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDÉRMICO 
 
ADAM28, ITGB8, LRP1, PTGS2, STAB1 
4. LISOSOMA FUCA1, GAA, LGMN, PSAP 
5. CICATRIZACIÓN CD36, IL1B, IL6, SERPINB2, TFPI2 
6. Miscellaneous 
CAMK1, CD84, FAAH2, DNMT1, GDE1, ME1, MIR155HG, 
MYOF, RNASE1, SEMA6B, SPINK1, ST14, TGFBI, UBASH3B, 
WNT5A, ZNF467 
   




































































Figura 33. Red de interacción proteica. La red resume las asociaciones según el programa STRING 9.0 para 
48 proteínas codificadas por los genes diferenciales definidos. Las líneas representan las asociaciones, 
diferenciadas por 5 colores: Coexpresión: genes que se expresan al mismo tiempo en la misma o en otras 
especies (transferidos por homología); Experimentos: listado de interacciones proteicas a partir de otras bases 
de datos de interacciones proteína-proteína; Base de datos: listado de interacciones de grupos de proteínas 
extraídos de bases de datos; Anotación: listado de interacciones de grupos de proteínas extraídos de sinopsis 
de la literatura científica. Homología: grado de similitud de las secuencias polipeptídicas. No se han incluido 
los genes miR155HG, TGFBI y ZNF467. 
6 NIVELES DE EXPRESIÓN PROTEICA 
La última etapa del proceso de expresión génica radica en la expresión de proteínas funcionales. 
Por este motivo, se decidió analizar si algunos de los genes con expresión génica diferencial 
mantenían su expresión a nivel proteico. Para ello, de los 51 genes seleccionados como 
diferenciales entre las distintas condiciones experimentales, seleccionamos 3 de los que 
consideramos más relevantes, debido a sus implicaciones funcionales en el desarrollo y regulación 
de la respuesta alérgica: EBI3, FPR3 y TREM1. 
El análisis de expresión proteica se realizó mediante la técnica del Western-Blot (Apartado 9 de 
Materiales y Métodos), a partir del extracto proteico obtenido de las PBMC de 10 sujetos alérgicos 
al polen de olivo sin tratamiento (muestras recogidas fuera del periodo de polinización). Estas 
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PBMC se cultivaron previamente, durante 72 horas, en ausencia/presencia de los estímulos (Olea, 
Péptido 2+3, Péptido 10+12+13) (según se describe en el Apartado 4.3 de Materiales y Métodos).  
La Figura 34 es un ejemplo representativo de los niveles de proteínas detectables para cada una de 
las condiciones experimentales estudiadas. 
 
Figura 34. Ejemplo representativo de inmunodetección de proteínas mediante Western-Blot. Bandas de 
A) Ǆ-ACTINA, B) EBI3, C) FPR3 y D) TREM1 obtenidas para cada condición experimental. En todos los carriles se 
cargaron 10 µg de proteína total, extraída de PBMC en las distintas condiciones: 1) Condiciones basales (sin 
estímulo), 2) Muestras estimuladas con Olea, 3) Muestras estimuladas con el Péptido 2+3, 4) Muestras 
estimuladas con el Péptido 10+12+13. 
Con el fin de evaluar si los estímulos modifican la expresión de las proteínas analizadas, se 
cuantificaron los niveles de expresión de cada una de ellas, relativizándose respecto a la proteína 
utilizada como control de carga, la Ǆ-ACTINA (endógeno), mediante densitometrado de las bandas 
obtenidas en cada caso (según protocolo detallado en el Apartado 9.4). Este proceso se analizó en 
los 10 sujetos de estudio y se calculó la media aritmética, para cada una de las condiciones 
estudiadas. Los resultados obtenidos se indican en la Figura 35. 
En ninguna de las proteínas estudiadas pudimos confirmar que las diferencias observadas a nivel 
de RNA se mantenían a nivel proteico, de una forma estadísticamente significativa. 







Figura 35. Niveles medios de expresión de EBI3, FPR3 y TREM1 relativizados frente a Ǆ-ACTINA. 
Cuatificación por densitometría de la expresión proteica de A) EBI3, B) FPR3, C) TREM1 para cada una de las 
condiciones experimentales planteadas, Basal, Olea, Péptido 2+3, Péptido 10+12+13 en 10 sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento. En ninguna de las comparaciones realizadas entre las condiciones 
experimentales se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas. 
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7 ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN E INHIBICIÓN DE LA RESPUESTA 
PROLIFERATIVA DE PBMC 
7.1 ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN 
Los resultados obtenidos tanto en el estudio de citocinas como en el estudio de expresión génica, 
los cuales nos permitieron observar que, muchos de los genes modulados por los Péptidos 
modulaban, a su vez, genes con especial importancia en la regulación del S.I., así como, el hecho de 
saber que estos Péptidos son inmunogénicos pero no inducen la formación de anticuerpos IgE, nos 
hicieron plantear si estos mismos Péptidos podrían modular la respuesta proliferativa. Por este 
motivo, se analizó la proliferación que inducen Olea (respuesta alérgeno específica) y los Péptidos 
derivados de Ole e 1 en PBMC de sujetos no alérgicos (n=5) y alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento (n=8), según se detalla en el Apartado 10 de Materiales y Métodos. Una vez 
comprobada la eficacia de la técnica usando un control positivo de la respuesta proliferativa, PHA, y 
la viabilidad celular (observándose una horquilla de 85-90% de viabilidad celular), se calculó el 
índice de estimulación (I.E.), valor de absorbancia de cada condición respecto a la condición Basal. 
En el caso de los sujetos no alérgicos, las muestras estimuladas con el Péptido 2+3 presentaron los 
mayores índices de estimulación aunque también la mayor desviación estándar (1,67 ± 1,94), 
seguido de las muestras estimuladas con el Péptido 10+12+13 (1,42 ± 0,32). El menor I.E. se 
observó en las muestras estimuladas con la combinación de Péptidos (Péptido 2+3 + Péptido 
10+12+13) (0,73 ± 0,25). Las diferencias estadísticamente significativas se señalan en la Figura 36 A. 
En los sujetos alérgicos los mayores índices de proliferación fueron los obtenidos para las 
condiciones Olea (1,19 ± 0,19) y Péptido 10+12+13 (1,21 ± 0,36) siendo estadísticamente 
significativos comparándolos con los estímulos Péptido 2+3 (0,85 ± 0,25) y la combinación de 
Péptidos (0,70 ± 0,30) (Figura 36 B). 
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Figura 36. Índices de estimulación medios. A) Sujetos no alérgicos (n= 5). B) Sujetos alérgicos al polen de 
olivo (n= 8). Se representan los índices de proliferación medios obtenidos para cada condición experimental 
señalando las diferencias estadísticamente significativas (p-valor ≤0,05): O (Olea), P2+3 (Péptido 2+3), 
P10+12+13 (Péptido 10+12+13) y P2+3 + P10+12+13 (Péptido 2+3 + Péptido 10+12+13).  
7.2 ENSAYOS DE INHIBICIÓN  
En estos mismos sujetos, se evaluó la capacidad de inhibir (revertir e impedir) la respuesta 
proliferativa inducida por el extracto completo de polen de olivo por parte de los Péptidos. En los 
ensayos de reversión se estimularon las células con el extracto completo de polen de olivo durante 
24h (tiempo considerado óptimo como ya se comprobó en anteriores ensayos) y posteriormente, 
se incubaron con los Péptidos. Por otro lado, se quiso evaluar si los Péptidos podían impedir el 
desarrollo de la respuesta proliferativa específica de alérgeno. Para ello, primero se estimularon las 
células con los Péptidos y luego se incubaron con el extracto completo. Las condiciones de los 
ensayos, están detalladas en el Apartado 10 de Materiales y Métodos.  
La Figura 37 muestra la capacidad de los Péptidos de inhibir la proliferación celular respecto a la 
inducida con Olea. En el caso de los sujetos no alérgicos, no se obtuvieron resultados 
estadísticamente significativos en ninguna de las condiciones experimentales planteadas (Figura 37 
A). Sin embargo, en el caso de los sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento (Figura 37 B), 
el Péptido 2+3 parece inhibir, al menos en parte (alrededor de un 10%), la respuesta proliferativa 
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previamente establecida por el estímulo Olea (I.E.: 1,19 ± 0,19). Así, aunque los cambios producidos 
no son estadísticamente significativos, sí se observa una bajada de los índices de estimulación en 
las condiciones Olea 24h Péptido 2+3 (I.E.: 1,02 ± 0,33) y Olea 24h Péptido 2+3 + Péptido 
10+12+13 (I.E.: 1,12 ± 0,19). El Péptido 10+12+13 no provoca esa inhibición. 
En el caso de los ensayos de preestimulación con los Péptidos, se observó que, en las condiciones 
en las que interviene el Péptido 2+3 (Péptido 2+3-24h-Olea, I.E.: 0,78 ± 0,26 y Péptido 2+3 + 
Péptido 10+12+13-24h-Olea I.E.: 0,73 ± 0,27) se produce un descenso significativo en los I.E. en 
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Ensayos de reversión  de la 
respuesta  
Figura 37. Porcentaje de proliferación celular obtenidos en los experimentos de inhibición de la 
respuesta frente a Olea (100% de proliferación). A) Sujetos no alérgicos (n=5), B) Sujetos alérgicos al polen 
de olivo sin tratamiento (n=8). Se indican como (O) los índices de estimulación (I.E.) estadísticamente 
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La mayoría de las sustancias a las que estamos expuestos son inocuas y generan una “no 
respuesta” o tolerancia en gran parte de la población. Sin embargo, en ciertos sujetos y bajo 
determinadas condiciones este estado de equilibrio puede alterarse, originándose una respuesta 
exacerbada del S.I., como ocurre en las enfermedades alérgicas (Akkoc T. et al., 2011). Por ello, el 
tratamiento etiológico de estas enfermedades está orientado hacia el restablecimiento de la 
tolerancia perdida (Akdis C.A., Akdis M., 2011). En este sentido, durante los últimos años, se han 
multiplicado los esfuerzos con el fin de mejorar los tratamientos existentes (Jutel M., Akdis C.A., 
2014; Focke-Tejkl M. et al., 2014), mediante el desarrollo de nuevos tipos de vacunas, como por 
ejemplo, las vacunas basadas en alérgenos recombinantes, en hipoalérgenos o en secuencias de 
DNA. Una de las estrategias más interesantes son las vacunas basadas en péptidos (Creticos P.S., 
2014), ya que ofrecen múltiples ventajas como la utilización de componentes definidos y 
específicos de alérgeno, lo que facilita la estandarización del tratamiento y reduce el riesgo de 
inducir nuevas sensibilizaciones en los sujetos tratados. Además, este tipo de vacunas permite 
combinar distintos péptidos en función de las necesidades de cada paciente, un avance más hacia 
la denominada Medicina Personalizada. 
Este tipo de péptidos con potencial terapéutico están siendo muy estudiados en la actualidad, 
tanto en enfermedades de origen autoinmune (Elyaman W. et al., 2011) como en alergias (Creticos 
P.S., 2014). Recientemente, se han calificado como “epítopos Treg” (De Groot A.S. et al., 2008) o 
SPIRE (Synthetic peptide immuno-regulatory epitopes) (Creticos P.S., 2014) por su “promiscuidad” a 
la hora de unirse a moléculas del complejo de histocompatibilidad y su capacidad de inducir 
respuestas inmunorreguladoras, caracterizadas por una mayor secreción de IL-10 e inducción de 
células reguladoras. 
En concreto, en la alergia al polen de olivo, distintos grupos de investigación nacionales e 
internacionales intentan desarrollar nuevas vacunas peptídicas que derivan del alérgeno principal 
utilizando distintas estrategias (Marazuela E.G. et al., 2008a; Marazuela E.G. et al., 2008b; Twaroch 
T.E. et al., 2011). En nuestro laboratorio, llevamos años interesados en esta línea de investigación. 
Por ello, la presente Tesis Doctoral recoge los últimos avances conseguidos a este respecto. En ella 
se estudia, in vitro, la respuesta alérgica específica al extracto completo de polen de olivo (Olea) y 
el potencial terapéutico de péptidos derivados del alérgeno principal, Ole e 1, al ser utilizados 
como estímulos de PBMC de una población de estudio agrupada en 5 fenotipos clínicos distintos 
relacionados con la alergia al polen de olivo, valorando: 
 Cambios en la secreción de citocinas (respuesta celular) y en la expresión génica inducida 
específicamente por los estímulos. 
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 La capacidad de estos péptidos de inhibir la respuesta de proliferación celular inducida por 
el extracto completo de polen de olivo. 
La selección de los péptidos utilizados se basó en estudios previos del mapeo epitópico T de la 
molécula de Ole e 1. Por ello, se seleccionaron los Péptidos 10 (aa91-102), 12 (aa109-120) y 13 
(aa119-130), definidos como inmunodominantes, ya que presentaron una mayor frecuencia de 
reconocimiento por parte de las células T de los sujetos alérgicos al polen de olivo que los 
individuos no alérgicos; y los péptidos 2 (aa11-22) y 3 (aa22-33) que fueron reconocidos, en su 
mayoría, por los sujetos no alérgicos y además, inducían una mayor secreción de IL-10 en los 
sujetos no alérgicos que los péptidos 10, 12 y 13 (Cárdaba B. et al., 1998; Cárdaba B. et al., 2007), 
motivos que apuntaban a que estos péptidos (2 y 3) podrían ser posibles epítopos 
inmunomoduladores. Asimismo, el hecho de que ninguno de los péptidos seleccionados indujera 
respuesta de anticuerpos (Cárdaba B. et al., 1998), afianzó la idea de su posible utilidad en la 
terapia frente a la polinosis de olivo. Además, como a Ole e 1 se le considera marcador de 
sensibilización primaria de la familia de las oleáceas (Palomares O., et al., 2006), estos péptidos 
podrían utilizarse para combatir este conjunto de enfermedades alérgicas. 
Por otra parte, ya que múltiples estudios han relacionado la eficacia de las vacunas en la alergia con 
la carga antigénica ambiental (Wambre E. et al., 2010; Aguerri M. et al., 2012; Durham S.R. et al., 
2014), y con el fin de encontrar diferencias derivadas de la exposición, tanto la respuesta celular 
como los análisis de expresión génica, se evaluaron a dos tiempos independientes, durante y fuera 
de la época de polinización del olivo. 
1 CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO 
La población estudiada en este trabajo, formada por sujetos de 5 grupos con una clínica diferente en 
relación a la respuesta alérgica frente al polen de olivo (sujetos no alérgicos, sujetos asintomáticos, 
sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo, sujetos alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento y sujetos alérgicos al polen de olivo tratados con AIT), ha sido objeto de varias 
investigaciones desarrolladas por nuestro grupo, con las que intentamos esclarecer los mecanismos 
implicados en la respuesta tolerogénica (grupo de no alérgicos), de sensibilización alérgica (grupo de 
sujetos asintomáticos, sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo y sujetos alérgicos al 
polen de olivo sin tratamiento) y mecanismos implicados en la supresión de la respuesta alérgica 
(grupo de sujetos alérgicos al polen de olivo tratados con AIT) (Aguerri M. et al., 2012; Aguerri M. et 
al., 2013).  
DISCUSIÓN | 203 
Por un lado, se desarrollaron estudios para inmunofenotipar la población, desde un punto de vista 
celular (caracterización de la población de células Treg y secreción de citocinas de perfil Th1 y Th2) 
y humoral (secreción de anticuerpos relacionados con la respuesta alérgica (IgE) y anticuerpos con 
carácter antiinflamatorio (IgG4 e IgA) (Aguerri M. et al., 2012).  
Por otro lado, se realizó un estudio de la expresión génica a nivel global, mediante microarrays, que 
ya desde los análisis preliminares evidenciaron la correcta selección clínica de los sujetos 
participantes. Estudios de validación de los resultados globales, indicaron que un set de 35 genes: 
ADRB1, AKT1, ALOX5, APAF1, BAX, CD40, CD48, CD86, C3AR1, CRTAP, FPR3, GZMH, HLA-DRB1, 
HLA-DQB1, IL-10, ITGAL, ITGB7, ITGB8, LCK, LYN, MAPK13, NFTAC1, NLRP3, PRKACA, PRKACB, 
PTGER2, S1PR5, SELL, SMURF1, SOS1, SPN, TAGAP, TRIM37, VCAN y ZAP70 era capaz de discriminar 
las cinco condiciones clínicas, en comparaciones dos a dos, demostrando la utilidad de este tipo de 
estudios para encontrar nuevas herramientas de mejora en el diagnóstico y el tratamiento de la 
alergia (Aguerri M. et al., 2013). 
En cuanto a los resultados presentados en este trabajo, en primer lugar, se caracterizó la respuesta 
humoral (niveles de IgE total e IgE específicos frente al extracto de polen de olivo) de la población 
de estudio. Los anticuerpos IgE son las inmunoglobulinas mayoritariamente involucradas en la 
respuesta alérgica (Van Gasse A.L. et al., 2015). Por lo general, los niveles circulantes son superiores 
en los individuos alérgicos comparados con los que no lo son. Su funcionalidad implica la unión a 
los FcεRI de la superficie de mastocitos, basófilos y eosinófilos y, con ello, el posible desarrollo de la 
sintomatología alérgica (Kalesnikoff J., Galli S.J., 2008). En este estudio, tanto durante como fuera 
del periodo de polinización, los niveles medios de IgE total (Figura 13) más elevados se encontraron 
en el grupo de los sujetos asintomáticos, seguidos de los sujetos alérgicos al polen de olivo 
tratados con AIT y sin tratar. Como era de esperar, los niveles más bajos se obtuvieron en los 
individuos no alérgicos. En relación a estos resultados, cabe destacar que aunque los anticuerpos 
IgE suelen estar asociados a la respuesta alérgica, su presencia no indica el desarrollo de la 
enfermedad, más bien indicaría sensibilización, como ocurre en el caso de los individuos 
asintomáticos (donde se encontraron los valores más elevados). Además, la cuantificación de los 
niveles de IgE total carece de especificidad diagnóstica. Para ello, se miden los niveles de 
anticuerpos IgE específicos que identifican si un sujeto está sensibilizado a un determinado 
alérgeno y permiten valorar la propensión a una reacción alérgica tras una nueva exposición a él. A 
ese respecto, los sujetos con niveles más altos de anticuerpos IgE específicos frente al extracto de 
Olea europaea (Figura 14) fueron los sujetos alérgicos al polen de olivo, tanto tratados como sin 
tratar. Los demás grupos, mostraron niveles indetectables o extremadamente bajos (tanto durante 
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como fuera del periodo de polinización al alérgeno). Es obvio pensar que, los individuos alérgicos 
al polen de olivo presenten mayores niveles de anticuerpos IgE frente al extracto de Olea europaea. 
Los resultados más controvertidos se refieren a los sujetos alérgicos tratados con AIT, donde los 
niveles de anticuerpos IgE específicos son altos. En relación a este grupo, múltiples estudios 
proponen que uno de los mecanismos de acción de este tipo de terapia es el descenso gradual de 
los niveles de estos anticuerpos, observándose una duración del efecto durante meses o años 
(Gleich G.J. et al., 1982; Van Ree R. et al., 1997; Cavkaytar O. et al., 2014). Sin embargo, otros 
muchos no lo observan o califican este descenso de los niveles de IgE como insignificante, tardío y 
sin repercusiones clínicas (Chen Z. et al., 2011; Gokmen N.M. et al., 2012; Kong W.J., Chen Wang Y., 
2012; Moed H. et al., 2013; Suarez-Fueyo A. et al., 2014).  
Uno de los mecanismos más importantes que permite valorar una buena respuesta a la 
inmunoterapia son los niveles de anticuerpos antiinflamatorios como los de IgG4 específicos de 
alérgenos (Müller U.R. et al., 1989; Flicker S., Valenta R., 2003; Jutel M. et al., 2003; Wachholz P.A., 
Durham S.R., 2004; Gokmen N.M. et al., 2012). A este respecto, y aunque los resultados no se 
presentan en esta Tesis Doctoral, cabe destacar que fueron los pacientes alérgicos al polen de olivo 
tratados con AIT los que presentaron los niveles más elevados de anticuerpos IgG4 específicos 
frente al extracto completo de polen de olivo, en comparación al resto de los grupos de la 
población de estudio (Aguerri M. et al., 2012). Los resultados globales de ese estudio, tanto de IgE 
como de IgG4 específica en los pacientes tratados, indican que la inmunoterapia produce un 
aumento de IgG4 específica sin disminuir los niveles de IgE específica. Por tanto, la principal 
diferencia respecto a los pacientes alérgicos sin tratamiento, no radica en una disminución de los 
anticuerpos IgE específicos, sino en el gran incremento de anticuerpos IgG4. Estos anticuerpos, 
actuarían bloqueando la respuesta alérgica mediante la captura de los alérgenos en lugar de 
hacerlo las moléculas de IgE unidas a las células efectoras impidiendo así, la activación de basófilos 
y mastocitos. Además, los anticuerpos IgG4 competirían con las células presentadoras de antígeno 
por la captación del alérgeno, dificultando su presentación a los linfocitos T (Aalberse R.C., 
Schuurman J., 2002; Moingeon P. et al., 2006; Strait R.T. et al., 2006; Van der Neut Kolfschoten M. et 
al., 2007). Todo ello se asociaría a la mejora clínica observada en estos pacientes. 
2 MODULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE CITOCINAS DEBIDA A LOS 
ESTÍMULOS 
Además de la secreción de anticuerpos IgE, la respuesta alérgica se caracteriza por una desviación 
de la respuesta inmune hacia un fenotipo de tipo Th2, con la producción mayoritaria de citocinas 
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como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 y una menor activación de células Th1 (secretoras de IFN-ǅ) (Larché M. 
et al., 2006; Scadding G., 2014). La reversión de la respuesta, mediante inmunoterapia específica, 
debería provocar la disminución de secreción de citocinas de perfil Th2 y una desviación hacia la 
respuesta Th1 (con la característica producción de IFN-ǅ) (Schandane L. et al., 1994; Shim J.Y. et al., 
2003), así como un restablecimiento de la tolerancia, debido, en parte, a una mayor secreción de 
citocinas reguladoras como la IL-10 o el TGF-Ǆ por parte de las células reguladoras (Akdis C.A. et al., 
1996; Akdis C.A. et al., 1998; Francis J.N. et al., 2003; Jutel M. et al., 2003; Ling E.M. et al., 2004; 
Nouri-Aria K.T. et al., 2004; Jutel M. et al., 2005; Akdis M., 2006; Larché M. et al., 2006; Radulovic S. 
et al., 2008; Canonica G.W. et al., 2014). 
Estudios previos han demostrado que, cuando se estimulan PBMC de sujetos alérgicos con el 
alérgeno causante de la sensibilización, estas células modifican la secreción de citocinas, 
aumentando las de perfil Th2 (respuesta específica de alérgeno) (Raulf-Heimsoth M., 2008; Urra 
J.M. et al., 2014). Algunos trabajos muestran además, cómo péptidos derivados de esos alérgenos, 
modulan la respuesta hacia un fenotipo más tolerogénico, aumentando la secreción de citocinas de 
perfil Treg y/o Th1, en detrimento de la respuesta celular Th2 (Haselden B.M. et al., 2001b; Oldfield 
W.L. et al., 2001; Oldfield W.L. et al., 2002). Por ello, en este estudio se realizaron unos ensayos 
experimentales con características similares. Así, se extrajeron las PBMC de los sujetos y se 
estimularon con el extracto alergénico de polen de olivo y con péptidos derivados del alérgeno 
principal (Ole e 1), con el fin de analizar los cambios inducidos en la secreción de citocinas en los 5 
grupos clínicos planteados. 
A nivel global, el análisis comparativo de citocinas (Tabla 20), tanto intergrupo como intragrupo no 
reveló ningún perfil diferencial de respuesta capaz de discriminar los 5 grupos clínicos ni en función 
del estímulo (Olea, Péptido 2+3 y Péptido 10+12+13) ni en función del periodo de recogida de las 
muestras (durante o fuera del periodo de polinización), debido principalmente a los bajos niveles 
detectados en la mayoría de las citocinas. Probablemente, porque el tiempo de cultivo no fue el 
idóneo, ya que se decidió en base al estudio de expresión génica, y pudo no ser el más adecuado 
para algunas de las citocinas analizadas. Los resultados más relevantes, se obtuvieron al comparar 
los datos del grupo de sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento con los del grupo de los 
sujetos no alérgicos (Tabla 21) y que, en teoría, son los más interesantes de analizar a la hora de 
evaluar una posible terapia en la alergia mediada por polen de olivo. 
Comparando los resultados obtenidos en estos dos grupos se comprobó que, aunque los niveles 
fueron muy bajos, los sujetos no alérgicos presentaron, en general, mayores niveles de IL-2 e IFN-ǅ 
en todas las condiciones experimentales planteadas (Tabla 21). En cuanto a la influencia de los 
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distintos estímulos en los sujetos alérgicos, los resultados obtenidos hacen pensar que los 
estímulos Péptido 10+12+13 y Péptido 2+3 modulan la expresión de IL-2 (Tabla 22). Así, durante el 
periodo de polinización, el Péptido inmunodominante (Péptido 10+12+13) induciría una mayor 
secreción de esta citocina con respecto a la situación Basal. Mientras, fuera del periodo es el 
Péptido 2+3 (posibles epítopos inmunomoduladores) el que induce una menor secreción de esta 
citocina de activación/proliferación linfocitaria (Shevach E.M., 2012). Por su parte, al IFN-ǅ se le 
considera una de las citocinas características de la respuesta Th1, causante de la inhibición de la 
respuesta Th2, lo que se asocia a una respuesta tolerogénica, como ocurre en los sujetos sanos (no 
alérgicos) y en los pacientes alérgicos que recuperan la tolerancia específica de alérgeno (Tosca 
M.A. et al., 2011; Sogut A. et al., 2012). Sin embargo, en nuestro estudio, no observamos que los 
Péptidos aumenten la secreción de esta citocina en los sujetos alérgicos. 
En relación a las citocinas de perfil Th2, tal y como se expone en la Tabla 21, los niveles de 
producción fueron, en general, muy bajos o incluso nulos (como en el caso de IL-13). Este estudio, 
como muchos otros (Gabrielsson S. et al., 2001; Kurt E. et al., 2010; Moverare R. et al., 2000, Aguerri 
M. et al., 2012) se ha realizado a partir de muestras de sangre periférica, por tanto, además de que 
el tiempo de estimulación puede no ser el más óptimo para estas citocinas, esos bajos niveles se 
pueden asociar también al hecho de que las células diferenciadas a Th2 están situadas 
preferentemente en los tejidos inflamados y no en la circulación, dando la falsa impresión de que 
las PBMC tienen una baja capacidad de producir citocinas tales como IL-4, IL-5 o IL-13. 
Respecto a los niveles de IL-4, es difícil establecer conclusiones certeras. En todas las condiciones 
experimentales (ausencia/presencia de estímulos), los sujetos no alérgicos son los que presentaron 
niveles de secreción más altos, en comparación con los secretados por los sujetos alérgicos. La IL-4 
es esencial en el desarrollo inicial y expansión de las respuestas de tipo Th2 y en la generación de 
anticuerpos IgE (Coyle A.J. et al., 1995; Rankin J.A. et al., 1996), aunque parece que no lo es en la 
fase efectora de la respuesta (Lewis C.C. et al., 2009), lo que podría explicar los resultados 
obtenidos.  
La IL-5 está relacionada con la inflamación y el reclutamiento de eosinófilos (Hamid Q. et al., 1991; 
Humbert M. et al., 1997; Mori A. et al., 1997; Nair P. et al., 2009). Al igual que los resultados 
obtenidos para la IL-4, fueron los sujetos no alérgicos los que secretaron los niveles más elevados. 
Por otra parte, los estímulos no afectaron a la secreción de esta citocina en el grupo de pacientes 
alérgicos al polen de olivo, de forma similar a lo ocurrido con la IL-13 (donde, por lo general, no se 
detectaron niveles de secreción). 
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En relación a todos estos resultados, cabe destacar que, estudios previos en los que se estimularon 
PBMC de pacientes asmáticos alérgicos con determinados alérgenos o péptidos derivados, también 
describieron la imposibilidad de establecer un patrón de secreción claro para las citocinas de perfil 
Th2 (Simms E. et al., 2013). 
Respecto al TNF-α, citocina de carácter proinflamatorio, los estímulos aumentaron sus niveles de 
secreción, tanto en los sujetos no alérgicos como en los que sí lo eran (Tabla 21). Algunos autores 
indican que la inmunoterapia podría inducir un aumento de la secreción de TNF-α (Jones S.M. et al., 
2009; Guida G. et al., 2012). Sin embargo, la implicación de esta citocina en este ámbito es bastante 
controvertida (Cox L.S., 2009).  
Los resultados con mayor relevancia de este estudio fueron los obtenidos para la IL-10 y el TGF-Ǆ 
(Figuras 15, 16, 17 y 18), citocinas con funciones inmunomoduladoras, involucradas por tanto en la 
respuesta tolerogénica frente a antígenos específicos (Palomares O. et al., 2010; Palomares O. et al., 
2014). 
Durante el periodo de polinización, las muestras estimuladas con el Péptido 2+3 (posibles epítopos 
inmunomoduladores), tanto en los sujetos no alérgicos como en los que sí lo son, secretaron los 
niveles más altos de IL-10 (asociado a una respuesta tolerogénica) (Figura 15). Sin embargo, fuera 
del periodo de polinización, las muestras de los pacientes alérgicos estimuladas con este Péptido, 
presentaron una bajada drástica de estos niveles. En esta situación, en contra de lo que cabría 
esperar, fue el extracto completo de polen de olivo el que provocó una mayor secreción de esta 
citocina (Figura 17). En relación al TGF-Ǆ, los sujetos no alérgicos secretaron niveles superiores de 
esta citocina que los producidos por los sujetos alérgicos en todas las condiciones experimentales 
planteadas, a excepción de lo que sucedió con el estímulo Péptido 2+3 fuera del periodo de 
polinización, donde esta relación se revierte de manera estadísticamente significativa (Figura 16). 
Todos estos datos ponen de manifiesto, por un lado, la importancia de IL-10 y TGF-Ǆ como 
mecanismos reguladores implicados en la respuesta alérgica al polen de olivo, como ya 
demostramos en estudios anteriores (Cárdaba B. et al., 2007; Aguerri M. et al., 2012) y, por otro, la 
importancia de valorar los niveles de carga polínica ambiental a la hora de establecer este tipo de 
estudio, ya que parece que en función de esta carga antigénica ambiental, los mecanismos 
reguladores implicados varían (Aguerri M. et al., 2012). Es posible que, por estos motivos, la eficacia 
de los tratamientos y la mejora de la sintomatología de los pacientes alérgicos dependan de la 
carga antigénica ambiental existente en el periodo que se lleva a cabo la terapia (Wambre E. et al., 
2010; Durham S.R. et al., 2014). 
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Estudios que complementen estos datos, como por ejemplo, el estudio de secreción de anticuerpos 
IgE totales, IgE específicos, IgG1 e IgG4 para cada condición experimental, podría arrojar mayor 
claridad sobre el potencial uso de los péptidos analizados en la inmunoterapia. Además, los 
estudios de caracterización de la población, deberían completarse analizando lo que ocurre en los 
tejidos afectados, bien mediante biopsias o mediante el estudio de lavados nasales y 
broncoalveolares donde, teóricamente, los niveles de citocinas serán mayores, por ser los tejidos 
afectados.  
3 MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA INDUCIDA POR LOS 
ESTÍMULOS 
Las enfermedades alérgicas son enfermedades complejas y multifactoriales (Sibbald B. et al., 1980; 
Hopp R.J. et al., 1984), en las que los mecanismos involucrados se conocen solo parcialmente. El 
desarrollo de herramientas biotecnológicas como los microarrays de expresión génica, ha supuesto 
un gran avance para elucidar algunos de estos mecanismos, ya que permiten, de una manera 
sencilla y rápida, analizar la expresión de todos los tránscritos de un sistema celular. En concreto, en 
este trabajo se utiliza esta técnica para estudiar los posibles genes implicados en la respuesta 
tolerogénica (grupo de sujetos no alérgicos), de sensibilización alérgica (grupo de asintomáticos, 
sujetos alérgicos no sensibilizados al polen de olivo y sujetos alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento) así como la supresión de la respuesta alérgica (grupo de sujetos alérgicos al polen de 
olivo tratados con AIT). Estos estudios se realizaron, a nivel basal y estimulando PBMC de los 
sujetos con los estímulos mencionados anteriormente, para analizar los genes implicados en la 
respuesta alérgeno específica (estímulo Olea), y el efecto de los péptidos específicos, en dos 
periodos de exposición ambiental al alérgeno. 
3.1 A NIVEL GLOBAL 
Los resultados, a nivel global, indicaron que los factores que producen mayor variación en la 
expresión génica de las muestras son, por este orden, el grupo clínico al que pertenecen los sujetos 
de estudio (con una variablididad en 1.746 tránscritos), seguido del estímulo al que son sometidas 
(563 tránscritos diferencialmente expresados), (Figuras 20 y 21). Estos datos pusieron de manifiesto 
la correcta selección de los sujetos de estudio y su clasificación por grupos tal y como se evidencia 
en la Figura 22 (Aguerri M. et al., 2013), así como la posibilidad de encontrar genes específicamente 
modulados por los estímulos (Figura 20). Sin embargo, parece que la carga ambiental del alérgeno 
existente en el momento de recogida de las muestras no es un factor importante que influya en 
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estos cambios (Figura 20). Estos datos se corroboraron mediante el estudio por PCA (Figura 23), 
donde el conjunto de todas las muestras se distribuye en dos grupos, las estimuladas con el 
Péptido 2+3 por un lado y todas las demás por otro. Hecho que evidencia, a priori, la capacidad de 
este Péptido de producir cambios de expresión génica. Sin embargo, en este estudio, las muestras 
no se agrupan en función del grupo clínico al que pertenecen ni a la cantidad de antígeno 
ambiental. En los PCA de cada uno de los grupos clínicos analizados por separado, se comprueba 
que en los pacientes alérgicos sin tratamiento, las muestras pueden clasificarse en dos grupos, en 
función de la presencia o no de estímulo. Mientras, en el grupo de alérgicos tratados con AIT, el 
Péptido 2+3 es el que delimita la separación de las muestras. Según los estadísticos consultados, 
no se obtuvo una separación clara para el resto de los grupos aunque sí lo puede parecer a nivel 
visual (Figura 24). 
Para analizar el número de sondas génicas diferencialmente expresadas, se realizaron 
comparaciones entre los distintos grupos clínicos respecto al grupo de sujetos no alérgicos, para 
cada una de las condiciones experimentales planteadas. Según se indica en la Tabla 24, el menor 
número de sondas diferenciales se encontró en la comparación de los sujetos asintomáticos vs 
sujetos no alérgicos en la estimulación con Olea en las muestras recogidas fuera del periodo de 
polinización (108 sondas con diferencias de expresión). Por su parte, el mayor número de sondas 
diferenciales se encontró en la comparación de estos mismos grupos clínicos, en las muestras 
recogidas fuera de la polinización pero ante la estimulación con el Péptido 2+3 (7.624 sondas 
diferenciales). Sin embargo, estos resultados son preliminares, por lo que el número de sondas 
diferenciales podría no evidenciar diferencias de comportamiento verdaderamente existentes entre 
los grupos. 
3.2 EN LOS SUJETOS ALÉRGICOS AL POLEN DE OLIVO SIN TRATAMIENTO Y LOS 
NO ALÉRGICOS 
Debido a la complejidad del análisis y a los estudios previos de esta población, que ya indicaban 
que las mayores diferencias desde el punto de vista clínico, inmunológico y de expresión génica se 
encontraban entre los grupos de sujetos no alérgicos y los alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento a nivel basal (Aguerri M. et al., 2012; Aguerri M et al., 2013; Calzada D. et al., 2015), se 
decidió estudiar con más profundidad únicamente el comportamiento de estos grupos. Estos 
hechos, junto con los resultados obtenidos a nivel de PCA, en los que se observó una importante 
separación entre las muestras estimuladas y sin estimular solo en los sujetos alérgicos (Figura 24), 
enfatizaron la idea de que los estímulos seleccionados podrían modificar la expresión génica en los 
pacientes alérgicos. Así, al comparar estos resultados con los obtenidos para los sujetos no 
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alérgicos, se podrían evaluar las respuestas específicas de alérgeno (estímulo Olea) y de los 
Péptidos, aportando información teóricamente útil sobre una posible reversión de la respuesta, 
hacia un fenotipo más tolerogénico. 
Los resultados iniciales (Tabla 24 C) mostraron que las mayores diferencias de expresión génica 
entre el grupo de pacientes alérgicos al polen de olivo sin tratamiento y el grupo de los sujetos que 
no lo eran, se encontraron a nivel Basal, fuera del periodo de polinización, con un total de 3070 
sondas con expresión diferencial. Las menores diferencias se encontraron en la condición Péptido 
10+12+13, durante el periodo de polinización, con 296 sondas diferenciales. Es decir, este Péptido 
parece normalizar la expresión génica de los sujetos alérgicos al polen de olivo. Sin embargo, al 
aplicar la corrección establecida, el número de sondas diferencialmente expresadas bajó 
drásticamente (Tabla 25), obteniendo solo unos pocos genes con expresión diferencial: en la 
condición Basal, solamente el gen MSR1 se expresa más en el grupo de los pacientes alérgicos en 
comparación con los sujetos no alérgicos. Este gen podría estar involucrado en distintas patologías 
de las vías respiratorias (Poole J.A. et al., 2015) como el cáncer de pulmón (Hirayama S. et al., 2012) 
y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (Kaku Y. et al., 2014). Actualmente, en 
nuestro laboratorio se está analizando la importancia de este gen en el desarrollo del fenotipo 
asma alérgica grave (datos aún no publicados). 
En las comparaciones Olea vs Péptido 2+3, la mayoría de los genes diferencialmente expresados no 
tienen una asociación clara, al menos en la actualidad, con la respuesta inmunológica, a excepción 
de la defensina DEFB124, el gen CCDC132 (cuya expresión podría estar involucrada en la dermatitis 
atópica) (Matsumoto Y. et al., 2010) y el gen IL20RB, alguno de cuyos polimorfismos se han 
asociado a un riesgo mayor de padecer psoriasis (Kingo K. et al., 2008). 
En relación a la bajada drástica del número de genes diferenciales, cabe destacar que, con 
frecuencia, en los estudios por microarrays, tras aplicar las múltiples correcciones necesarias, solo 
unos pocos genes, o incluso ninguno, tienen la suficiente potencia como para que el cambio en su 
expresión sea significativo. Este fenómeno se debe a que las diferencias son “modestas” en relación 
al ruido inherente a la tecnología de microarrays. Además, la principal utilidad de los microarrays 
no es estudiar los cambios de expresión de unos cuantos genes, sino evaluar cambios más 
generales ya que, por ejemplo, la alteración de la expresión en 20 veces de un solo gen en una ruta 
biológica puede no ser tan relevante como que el 20% de los genes participantes presenten 
pequeños cambios, no estadísticamente significativos (Subramaniana A. et al., 2005). Por estas 
razones y con el fin de racionalizar y conectar la gran cantidad de datos que se obtienen en estos 
ensayos con los ya conocidos, se utilizan bases de datos que agrupan los genes en rutas o vías 
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funcionales. Siguiendo ese esquema, los datos generados en este trabajo fueron analizados 
funcionalmente, utilizando dos de las bases más habituales: KEGG y GO (Tablas 26, 27 y 28).  
El análisis de las vías funcionales revela que, tanto por la base de datos KEGG como por GO, los 
pacientes alérgicos muestran un mayor número de vías sobreexpresadas que el grupo de los 
sujetos no alérgicos (Tablas 26 y 27). El mayor número de vías KEGG diferenciales se encontró en la 
condición Basal fuera del periodo de polinización, mientras que con la base de datos GO (procesos 
redundantes) las mayores diferencias se encontraron a nivel Basal durante el periodo de 
polinización. El menor número de vías diferenciales, tanto por GO como por KEGG, se encontraron 
en la estimulación de las PBMC con Olea durante el periodo de polinización (Tablas 26 y 27).  
En este estudio, se realiza un análisis más detallado de los resultados obtenidos para la base de 
datos KEGG y no tanto para los obtenidos por GO ya que, aunque los términos GO también se han 
utilizado como herramienta de clasificación de los genes, su discusión es más complicada, por su 
visión más general. Además, en muchas de las comparaciones realizadas en este estudio, el número 
de procesos biológicos GO diferenciales es muy elevado (del orden de cientos de procesos 
modificados: Tabla 27), lo que hace imposible su discusión en este trabajo. Una manera más 
completa de analizar los resultados sería comparar los resultados obtenidos mediante las dos bases 
de datos. Sin embargo, esta comparación es compleja, ya que los procesos biológicos GO 
involucran varias rutas funcionales KEGG que suelen interactuar. 
El número de vías KEGG diferenciales entre los pacientes alérgicos al polen de olivo y los sujetos no 
alérgicos (Tabla 26 y Figuras 25 y 26) son similares si comparamos lo que sucede entre los distintos 
periodos de exposición al alérgeno para cada condición experimental, a excepción de lo que ocurre 
en la estimulación con el extracto completo de polen de olivo (Olea). En esta condición, durante el 
periodo de polinización, no se encontraron vías funcionales diferenciales entre los dos grupos de 
estudio, a pesar de ser intuitivamente una de las que mayor número de vías funcionales 
diferenciales podría tener. Una posible explicación podría ser que la sobreexposición al alérgeno 
(estimulación con Olea cuando están expuestos ambientalmente) parece inducir algún mecanismo 
de tolerancia, produciendo la normalización de la expresión génica de los pacientes alérgicos con 
respecto a los sujetos no alérgicos, aunque para obtener conclusiones certeras se necesitaría un 
estudio más específico. 
Los resultados más interesantes se obtuvieron fuera del periodo de polinización. Además, es en la 
época en la que generalmente se comienza a administrar la inmunoterapia en el ámbito clínico. Por 
ello, parece ser el periodo óptimo para evaluar el potencial inmunoterapéutico de los Péptidos. En 
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este periodo, el mayor número de vías diferenciales, entre el grupo de los sujetos no alérgicos y los 
alérgicos, se encontraron a nivel Basal (32), seguido de las muestras estimuladas con Olea (23) y el 
Péptido 10+12+13 (18), mientras que las menores se encontraron con la estimulación del posible 
epítopo inmunomodulador (Péptido 2+3) donde solo se encontraron 10 vías diferenciales, (Tabla 
26, Figura 26). 
De forma predecible, muchas de las rutas diferenciales encontradas en este estudio están 
directamente relacionadas con la respuesta inmune, tanto con la inmunidad innata como con la 
inmunidad adquirida. Las vías funcionales con mayor relevancia biológica se comentan a 
continuación. 
En la respuesta inmune, existen rutas y genes relacionados con la modulación de los riesgos 
ambientales, como la “Ruta de señalización de los receptores tipo Toll” que incluye genes de 
componentes de la respuesta innata, como los TLR, que modulan la respuesta inmunológica, 
aumentando la secreción de citocinas proinflamatorias y la expresión de moléculas coestimuladoras 
que producen la activación de células inmunitarias (Dębińska A., Boznański A., 2014; Maheaswari R. 
et al., 2014). En nuestro estudio, esta vía se encuentra sobreexpresada en los sujetos alérgicos 
respecto a los no alérgicos en las condiciones Basal y estimulación con Olea, pero no con el 
Péptido 2+3 ni con el Péptido 10+12+13. 
Uno de los primeros mecanismos que se necesitan para la activación del S.I., que relaciona la 
inmunidad innata con la adquirida, es el procesamiento y presentación de los antígenos (Soyer O.U. 
et al., 2013). Bajo este epígrafe encontramos las vías KEGG “Presentación y procesamiento 
antigénico” y las de “Rechazo de aloinjerto”, “Enfermedad injerto frente a huésped” y otras 
enfermedades autoinmunes como “Enfermedad tiroidea autoinmune”, “Diabetes mellitus tipo I” o 
“Lupus eritematoso sistémico” en las que el complejo principal de histocompatibilidad HLA (de tipo 
I o II) presenta los antígenos a los receptores TCR de linfocitos CD8+ en células T citotóxicas; a los 
receptores KIR, en células NK o a los receptores TCR de los linfocitos CD4+ (en relación a la 
naturaleza del antígeno). 
El mayor número de vías diferenciales involucradas en el procesamiento y presentación de 
antígenos, las encontramos a nivel Basal y bajo la estimulación con Olea y el Péptido 10+12+13, 
pero no encontramos ninguna con la estimulación del posible péptido inmunodulador, el Péptido 
2+3 (Figura 26).  
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El último término de la presentación antigénica tiene como objetivo la activación de células 
involucradas en la respuesta inmune mediante, por ejemplo, la activación de la ruta de 
“Señalización del receptor de células T” como sucede en este trabajo en los sujetos alérgicos, bajo 
la estimulación de Olea y la “Citotoxicidad mediada por células NK”, en la que los genes 
participantes en la vía se encuentran sobreexpresados en los sujetos alérgicos en la condición Basal 
y Olea. Además, el reconocimiento del alérgeno por parte de las inmunoglobulinas, desencadena la 
activación de la “Ruta de señalización del receptor de células B” como ocurre en el caso de la 
condición Basal y de la estimulación con Olea. Esta vía de activación no se encuentra 
diferencialmente expresada en el caso de las estimulaciones con los Péptidos 2+3 y 10+12+13, lo 
que evidencia aún más su posible implicación en la modulación del S.I. 
Todas estas activaciones celulares provocan entre otros procesos, la migración de células al tejido 
afectado. Bajo esta premisa, en nuestro estudio, encontramos vías KEGG diferenciales como la 
“Regulación del citoesqueleto de actina” y otras como “Migración transendotelial de leucocitos”, 
“Moléculas de adhesión celular” y “Adhesión focal”. En ellas participan genes que codifican 
proteínas encargadas del reclutamiento celular en zonas locales: quimiocinas y moléculas de 
adhesión celular (CAM), como las integrinas, las cuales regulan la migración de los leucocitos, su 
activación y supervivencia, además de participar en la reorganización patológica de los tejidos 
(remodelado tisular y fibrosis). 
La consecuencia última de todos estos procesos, es la alteración de la respuesta tolerogénica, que 
viene determinada por la aparición de enfermedades. La que mayor importancia tiene en este 
estudio es el asma, por ser una de las manifestaciones clínicas más graves de la respuesta alérgica. 
Esta vía “Asma” (Figura 27) se encuentra sobreactivada en los pacientes alérgicos, en comparación 
con los sujetos no alérgicos, en las estimulaciones Olea (extracto alergénico completo) y Péptido 
10+12+13 (epítopos inmunodominantes), es decir, estos estímulos aumentan la expresión de 
muchos genes involucrados en esta vía en los pacientes alérgicos. Esta vía no se sobreexpresa ni a 
nivel Basal ni bajo la estimulación con el Péptido 2+3, lo que refuerza aún más su potencial 
inmunomodulador en la respuesta alérgica al polen de olivo. 
Los resultados, además de aportar información esperable, como la implicación del S.I. en la 
respuesta alérgica, indican la implicación de otras vías KEGG que, a priori, no están involucradas en 
la respuesta alérgica aunque muchos de los genes participantes sí lo están.  
Las vías “Infección por E. coli patogénica” y “EPEC” contienen genes relacionados con la adhesión 
celular, receptores tipo Toll y reorganización del citoesqueleto celular, vías que aparecen 
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sobreexpresadas en los pacientes alérgicos en todas las condiciones experimentales a excepción 
del Péptido 2+3. 
La vía “Apoptosis” ha sido muy relacionada con los mecanismos de respuesta que ocurren en los 
sitios de inflamación alérgica y el remodelado tisular. Se ha descrito una disminución de rutas 
relacionadas con apoptosis en pacientes tratados con inmunoterapia para alérgenos de cacahuete 
(Jones S.M. et al., 2009). Sin embargo, otros estudios relacionan la eficacia de la inmunoterapia con 
el aumento de la apoptosis de los linfocitos T (Guerra F. et al., 2001). En nuestro estudio, no la 
encontramos sobreexpresada en los pacientes alérgicos con la estimulación de los Péptidos 2+3 y 
10+12+13 pero sí en las condiciones Basal y Olea. 
La vía de “Señalización intracelular Notch” es uno de los principales mecanismos de comunicación 
célula-célula que controlan múltiples procesos de diferenciación celular durante la vida embrionaria 
y adulta. Entre otras muchas implicaciones, se ha visto que regula la diferenciación de células 
presentes en la mucosa, y parece estar involucrada en la remodelación del tejido en la patología 
asmática (Guseh J.S. et al., 2009; Guibas G.V. et al., 2013). Esta vía se sobreexpresa con los estímulos 
Péptido 2+3 y Péptido 10+12+13 en los sujetos alérgicos respecto a los que no lo son. 
Por otra parte, se ha comprobado que los procesos de ubiquitinización controlan aspectos básicos 
de la respuesta inmune: la inducción de la tolerancia, mediando la supresión de las respuestas Th 
(Liu Y.C., 2004; Liu Y.C., 2007) y en la activación y diferenciación celular características de las 
enfermedades alérgicas y autoinmunes. Los últimos estudios relacionados proponen que un mayor 
conocimiento de estos procesos de ubiquitinización, podría servir para mejorar las aproximaciones 
terapéuticas en este tipo de enfermedades (Park Y et al., 2014). En nuestro estudio, hemos 
encontrado que los sujetos alérgicos sobreexpresan esta vía en ausencia de estimulación, que se 
normaliza con los distintos estímulos utilizados. 
Tampoco están aparentemente relacionadas con la respuesta inmunitaria una serie de vías 
vinculadas con el metabolismo energético de la célula, como la “Fosforilación oxidativa”, 
“Glucólisis/gluconeogénesis”, “Ciclo del citrato”, “Metabolismo de fructosa y manosa”, 
“Metabolismo de esfingolípidos”, “Ruta de las pentosas fosfato” y “Metabolismo del glutation”, 
entre otras (todas ellas sobreexpresadas en los pacientes alérgicos en alguna de las distintas 
condiciones experimentales). Varios trabajos constatan la importancia de estas rutas en las 
contracciones del músculo liso y la hipoxia provocada en desórdenes asmáticos (Kroeger E. et al., 
1971; Xu Y.D. et al., 2010; Zhao W., Guenard H., 1994). En este estudio no se han utilizado células de 
pulmón o mucosa, sino PBMC, pero algunas de las enzimas involucradas en estos procesos, 
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también poseen funciones no relacionadas con el metabolismo, como son la regulación 
transcripcional, la estimulación de la motilidad celular y la regulación de la apoptosis (Kim J.W., 
Dang C.V., 2005). 
Por otra parte, en este estudio aparecen diferencialmente expresadas algunas vías relacionadas con 
el Sistema Nervioso y que, a priori, podría parecer que están poco relacionadas con la respuesta 
alérgica. Sin embargo, cada vez hay más evidencias de la estrecha y compleja relación que existe 
entre el S.I. y el Sistema Nervioso. Un buen ejemplo de esta interacción es la vía KEGG “Interacción 
de ligandos-receptores neuroactivos” (Figura 28), la cual se encuentra reprimida en los pacientes 
alérgicos en las muestras sin estimular y en las estimuladas con Olea. En esta vía participan genes y 
mediadores implicados en los dos Sistemas como por ejemplo: 
 Receptores acoplados a proteínas G (GPCR) que transducen una gran variedad de señales 
que permiten a la célula establecer comunicaciones inter- e intracelulares. En el S.I., los 
GPCR influyen en la inmunidad innata y adaptativa (Walker J.K.L. et al., 2011; Mayr B. et al., 
2001).  
 Neurotransmisores como la histamina, producida por basófilos y mastocitos, que 
incrementa la permeabilidad de los capilares permitiendo su entrada a los tejidos y 
provocando los síntomas alérgicos clásicos, o la acetilcolina, necesaria para la contracción 
de las vías respiratorias, que sucede en los sujetos asmáticos. 
 Péptidos como las anafilotoxinas C3a y C5a, que forman parte del Sistema del 
Complemento. Las anafilotoxinas son potentes mediadores inflamatorios que regulan la 
vasodilatación, la contracción del músculo liso, la producción de histamina, la migración de 
células inmunes, etcétera. Una producción alterada de C3a se asocia a la patología 
asmática y se han identificado polimorfismos en C3/C3aR involucrados en esta enfermedad 
(Hasegawa K. et al., 2004). El neuropéptido Y (NPY), que actúa a través de receptores GPRC, 
tiene un papel regulador en mecanismos relacionados con el Sistema Nervioso y el S.I. 
(Bedoui S. et al., 2003), con un rol destacable en enfermedades de las vías respiratorias 
(Groneberg D. A. et al., 2004).  
 Prostanoides que incluyen moléculas muy conocidas en los desórdenes alérgicos como las 
prostaglandinas (PG) y los tromboxanos (TBX). Ambas son sintetizadas en la vía de la 
ciclooxigenasa (COX) a partir del ácido araquidónico. Las prostaglandinas son 
broncoconstrictoras y vasodilatadoras, además atraen a los leucocitos a la zona de 
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inflamación (Boyce J.A. et al., 2008). También son potentes agentes de los nervios 
sensoriales. Tienen sus receptores G específicos en las neuronas sensoriales, que activan 
vías de señalización, aumentando la hipersensibilidad y que, a su vez, activan otras vías de 
sinapsis (Richardson J. D., Vaski M.R., 2002). El miembro más importante de los 
tromboxanos (TXA2) actúa en la contracción del músculo liso, en la activación de 
respuestas inflamatorias endoteliales y en la agregación plaquetaria (Ricciotti E. et al., 
2011).  
Otras vías que están sobreexpresadas en los sujetos alérgicos, en alguna de las condiciones 
experimentales estudiadas, se relacionan también con el Sistema Nervioso, como son las vías 
“Enfermedad de Huntington”, “Enfermedad de Parkinson”, “Enfermedad de Alzheimer”, y la 
“Esclerosis lateral amiotrófica”. Estas vías incluyen genes relacionados con el estrés oxidativo (Ooi J. 
et al., 2014; Gaspar A. et al., 2015) como la acumulación de especies reactivas de oxígeno, que 
influyen también en enfermedades crónicas como el asma (Holguin F., 2013). 
Por último, cabe destacar que, a pesar de la gran información que aporta, la agrupación funcional 
KEGG tiene ciertas limitaciones, como la posibilidad de sobrerrepresentar ciertas rutas, por varios 
motivos: hay genes involucrados en un gran número de vías y por tanto, con más posibilidades de 
ser incluidos en alguna de ellas. También pueden priorizarse rutas con genes que ocupan las 
regiones mejor cubiertas por el microarray. Además, existe un sesgo intrínseco al método de 
clasificación, que es no considerar genes cuya función se desconoce y que están representados en 
el microarray (Elbers C.C. et al., 2009). Asimismo, la anotación biológica tiene como ventaja dotar a 
los resultados de un valor biológico añadido, pero si se usa para guiar el análisis, puede desviar los 
resultados hacia el conocimiento biológico ya conocido. Por todo ello, aunque el concepto de 
clasificación funcional es muy útil, debe hacerse con precaución para no sesgar los resultados. 
3.3 EN LOS SUJETOS ALÉRGICOS AL POLEN DE OLIVO SIN TRATAMIENTO 
Para evaluar los cambios a nivel de expresión génica producidos por los estímulos, se compararon 
las sondas diferencialmente expresadas para cada condición experimental respecto a la situación 
Basal. En los estudios iniciales, sin aplicar la corrección del p-valor, es el Péptido 2+3, en las 
muestras recogidas durante el periodo de polinización, el que presenta un mayor número de 
sondas diferenciales (2.846). Por su parte el Péptido 10+12+13, en las muestras estimuladas 
durante el proceso de polinización, es el que presenta un menor número de sondas diferenciales 
(641) (Tabla 29). 
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Tras aplicar las correcciones establecidas, solo un gen presentó diferencias de expresión 
estadísticamente significativas. Es el gen FAM149A, que hasta la fecha no ha sido asociado con 
ninguna implicación en la respuesta alérgica o del S.I. y cuya expresión fue significativamente 
mayor en las muestras estimuladas con Olea que en la condición Basal durante el periodo de 
polinización. 
Al igual que en el estudio comparativo entre el grupo de sujetos alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento y no alérgicos, centramos el estudio en las vías funcionales definidas por KEGG y no 
por GO. Las principales vías diferenciales encontradas entre las distintas condiciones 
experimentales, no tienen una relación tan específica con el S.I. como ocurría en las comparaciones 
entre el grupo de sujetos alérgicos y no alérgicos. A excepción de la comparación Olea-Basal 
durante la polinización, donde la vía “Interacción de receptores citocina-citocina” (Figura 30) está 
sobreactivada en las muestras estimuladas con Olea, poniendo de manifiesto una posible activación 
de este sistema ante la estimulación con el extracto alergénico completo. El resto de las vías 
diferenciales en estas comparaciones se relacionan con la señalización celular: “Interacción de los 
ligandos-receptores neuroactivos”, “Vía de señalización fosfatidilinositol”; con procesos 
intracelulares: “Ribosoma”; y procesos relacionados con el metabolismo: “Fosforilación oxidativa” y 
“Metabolismo de piruvato” (Tabla 31). 
Por último cabe destacar que, aunque el desarrollo de la tecnología de microarrays ha significado 
un gran avance en las investigaciones biomédicas, todavía cuenta con algunos problemas: 
 No hay criterios estandarizados en relación a la toma de muestras, análisis, validación y 
recolección de datos. 
 El alto coste de la técnica, que suele implicar que el número de réplicas o muestras 
analizadas sea normalmente bajo, lo que conlleva el riesgo de obtener resultados 
incorrectos, o válidos y útiles solo para un pequeño set de pacientes o sujetos, pero que no 
pueden ser generalizados. Por todo ello, se suelen realizar pools de muestras. Esta 
estrategia minimiza los costes y permite optimizar la cantidad de muestra, ya que en 
muchas ocasiones, como en este estudio, se dispone de poca cantidad. Sin embargo, 
podría provocar la pérdida de información, aunque existen investigaciones que demuestran 
que esta pérdida no tiene consecuencias relevantes (Faraggi D. et al., 2003). 
 Si la muestra es una mezcla celular (por ejemplo un tejido o, como en este caso PBMC), los 
datos reflejan una mezcla de la expresión de todas las células, pudiendo ser que tan solo 
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una parte refleje información relevante sobre la enfermedad o bien que esta información 
quede enmascarada. Por el contrario, el estudiar un solo tipo celular no es representativo 
de una enfermedad ya que, en la mayoría de los casos, están involucrados varios 
sistemas/poblaciones celulares (Benson M. et al., 2004).  
Por todo ello, los resultados obtenidos en este tipo de análisis requieren ser validados, mediante 
otras técnicas como por ejemplo, la qRT-PCR, en una población con mayor tamaño muestral. 
4 POTENCIALES DIANAS TERAPÉUTICAS DEFINIDAS POR EL PÉPTIDO 
2+3 
En este trabajo, los análisis diferenciales de expresión génica por microarrays han generado un gran 
volumen de datos. Sin embargo, debido a la gran complejidad de los resultados, solo se 
seleccionaron para su validación, los obtenidos para el grupo de los pacientes alérgicos al polen de 
olivo sin tratamiento en las muestras recogidas fuera del periodo de polinización. Con esto lo que 
se pretendió fue asemejar lo que les sucede a estos pacientes al estar en contacto con el antígeno 
(en este caso los estímulos), y no una situación de sobreexposición como sería estudiar lo que 
ocurre durante el periodo de polinización. Este estudio, permitió ahondar aún más en el 
conocimiento de los Péptidos 2+3 y 10+12+13 y en su potencial inmunoterapéutico (variaciones 
en la expresión génica que indiquen cambios significativos en algún proceso de la activación del S.I. 
u otros mecanismos implicados en la mejora de la respuesta alérgica, lo que podría establecer 
nuevas formas de terapia para esta enfermedad). 
Por ello, como punto de partida, se seleccionaron 189 genes relevantes (Tabla 35) de entre todas 
las comparaciones de la Tabla 29, intentando que los genes seleccionados representaran el mayor 
número posible de vías funcionales diferenciales. Además, siguiendo los criterios estadísticos 
establecidos, los genes debían de tener un fold change ≥2 o ≤-2 y un p-valor significativo (≤0,05). 
Estos genes fueron analizados en una población mayor mediante qRT-PCR con el fin de validar su 
relevancia biológica. 
Los resultados de las tarjetas microfluídicas arrojaron resultados claros. Así, la expresión de los 189 
genes analizados permitió clasificar a las muestras en dos grupos: por un lado, las muestras 
estimuladas con el posible péptido inmunomodulador, Péptido 2+3, y todas las demás, por otro 
(Figura 31), lo que implica la capacidad de este Péptido de producir cambios específicos a nivel de 
expresión génica en este tipo de muestras. 
DISCUSIÓN | 219 
Para analizar las diferencias de expresión entre las distintas condiciones experimentales, realizamos 
comparaciones dos a dos (Tablas 36, 37, 38 y 39). Así, comprobamos que no todos los genes con 
diferencias de expresión estadísticamente significativas en los microarrays, las presentaban en los 
ensayos de qRT-PCR, como ya lo habían manifestado estudios previos (Soref C.M. et al., 2001; 
Gupta R.A. et al., 2001, Chaib H. et al., 2001). Esto se produce por diversas razones: los ensayos no 
se realizan al mismo tiempo, por lo que la estabilidad del mRNA puede cambiar (Ohme-Takagi M. 
et al.,1993; Johnson M.A. et al., 2000). A su vez, los microarrays pueden contener secuencias 
erróneas, hibridación cruzada, variantes génicas no reconocidas, etcétera, además de falsos 
positivos o genes que se expresen al azar, sin relación con el estudio, por el complejo análisis de 
datos que involucra a cientos de genes y; por último, los microarrays detectan un rango dinámico 
de expresión génica muy amplio en un solo ensayo, desde especies de mRNA muy poco 
abundantes, a genes endógenos (housekeeping) como el 18S, lo que puede implicar saturación en 
algunos casos, situación que no ocurre en la técnica de qRT-PCR. 
Aplicando las correcciones establecidas de los p-valores, de todas las comparaciones posibles entre 
las cuatro condiciones experimentales (Tabla 36), solo en las que participa la condición Péptido 2+3 
aparecen resultados estadísticamente relevantes. Del conjunto de las comparaciones, se 
comprueba que son 51 los genes que están específicamente modulados por el Péptido 2+3 (con 
expresión alterada en, al menos, una de las comparaciones): ABHD2, ADAM28, APOE, CAMK1, 
C1QC, CCL20, CCL22, CD36, CD84, CD86, CXCL1, DAB2, DNMT1, EBI3, FAAH2, FCN1, FPR3, FUCA1, 
GAA, GDE1, GPNMB, IL1A, IL1B, IL2RA, IL6, IL24, INHBA, ITGB8, LGMN, LRP1, MPEG1, ME1, 
MIR155HG, MYOF, PIPI4K2A, PSAP, PTGS2, RNASE1, SEMA6B, SERPINB2, SPINK1, STAB1, ST14, 
TFPI2, TGFǄI, TLR4, TREM1, TREM2, UBASH3B, WNT5A y ZNF467. 
El conocimiento de las funciones de estos genes aporta información sobre cómo actúa el Péptido 
2+3 en los ensayos realizados y su potencial terapéutico. En este sentido, se disponen en la 
actualidad de una gran variedad de programas informáticos y bases de datos que revelan 
información muy importante sobre la funcionalidad de genes, así como el grado de interacción 
entre ellos. En esta Tesis Doctoral, además de los datos obtenidos por la base de datos del NCBI, se 
han usado dos programas, DAVID y STRING 9.0, que revelan más información de estos 51 genes. La 
Tabla 40 y la Figura 33 resumen los resultados de estos análisis. 
Muchos de los genes específicamente modulados por el Péptido 2+3 están involucrados en la 
respuesta inmune a distintos niveles (como muestra la Figura 33, con un gran núcleo central de 
genes relacionados con esta respuesta), mientras que otros nunca antes se han asociado con este 
Sistema. 
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Por un lado, encontramos genes que codifican a receptores de la inmunidad innata y que juegan 
un papel esencial en el reconocimiento de antígenos frente a los que desarrollan una primera 
respuesta inmunológica como TLR4, FPR3, TREM1 y TREM2.  
En relación al TLR4, se han realizado diversos estudios en los que se analiza la implicación de este 
receptor en la rinitis alérgica. Sin embargo, los resultados encontrados son dispares (Radman M. et 
al., 2014). Por un lado, se ha demostrado que en la mucosa nasal de pacientes riníticos, los niveles 
de expresión de TLR4 (tanto a nivel de RNA como de proteínas) son más elevados que en el caso 
de sujetos sanos (Fransson M. et al., 2005). Por otro, en un estudio comparativo entre distintos 
fenotipos clínicos relacionados con la rinitis, se demostró una menor expresión de este receptor en 
biopsias nasales en los sujetos riníticos (Lauriello M. et al., 2012). En nuestro estudio, hemos 
comprobado que el Péptido 2+3 provoca una menor expresión de este receptor en PBMC que los 
demás estímulos. Si bien, parece interesante analizar qué sucede en la mucosa nasal de los 
pacientes analizados para intentar clarificar la importancia de este receptor en la patología alérgica.  
Por su parte, la activación de FPR3 desencadena la quimioatracción y degranulación de neutrófilos 
para la eliminación de células dañadas, pudiendo estar involucrado en la remodelación del tejido 
nasal (Prevete N. et al., 2011). Además, este gen fue descrito como potencialmente relevante en la 
tolerancia/sensibilización en la alergia al polen de olivo en un estudio previo de nuestro laboratorio 
(Aguerri M. et al., 2013). En el presente estudio, el Péptido 2+3 provoca una disminución de la 
expresión de FPR3 respecto a las demás condiciones experimentales, lo que podría sugerir que este 
Péptido provoca una menor activación del S.I. mediante esta vía. 
Respecto a los receptores TREM, TREM1 es un receptor que se expresa en la superficie de 
neutrófilos y monocitos de manera constitutiva, aunque dicha expresión puede aumentar con la 
presencia de infecciones fúngicas o bacterianas o por un aumento de mediadores inflamatorios 
como la prostaglandina 2 (como ocurre en la patología asmática), amplificando la respuesta de los 
receptores TLR2 y 4 (Buckland K.F. et al., 2011). Además de ser un receptor de membrana, TREM1 
tiene también una forma soluble. La elevación del sTREM1 en plasma ha sido relacionada con una 
mayor gravedad de la respuesta asmática (Bucova M. et al., 2012). En nuestro estudio, 
comprobamos que el Péptido 2+3 produce un aumento de expresión de este receptor en 
comparación con lo ocurrido con el estímulo Péptido 10+12+13. Por su parte, a TREM2 se le 
considera un controlador de la respuesta inmune innata en el Sistema Nervioso Central. Se expresa 
principalmente en las células microgliales y actúa como proteína antiinflamatoria. La baja expresión 
de este receptor en esas células se ha asociado a la enfermedad de Alzheimer (Sharif O., Knapp S., 
2008), al igual que otro de los genes diferencialmente expresado en este estudio, APOE (Li X. et al., 
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2015). Ambos genes tienden a estar reprimidos bajo la estimulación con Péptido 2+3 respecto a la 
situación Basal. 
Otros genes están implicados en la presentación antigénica y permiten la activación y proliferación 
de linfocitos T, por ejemplo, el CD86 que actúa como molécula coseñalizadora en la sinapsis 
inmunológica entre la APC y el linfocito T, promoviendo una respuesta alérgica de fenotipo Th2 
(Kuchroo V.K. et al., 1995; Lenschow D.J. et al., 1995). Algunos estudios han evidenciado la 
sobreexpresión de esta molécula en APC de las vías respiratorias durante la fase efectora de la 
enfermedad alérgica y que el silenciamiento de esta molécula, mediante siRNA, reduce la 
sintomatología asmática en un modelo múrido experimental (Asai-Tajiri Y. et al., 2014). Trasladando 
esta información a los resultados obtenidos en este estudio, comprobamos que el Péptido 2+3 
reprime la expresión de este gen respecto a lo que sucede para la condición Basal y Olea, por lo 
que podría disminuir, en parte, la presentación antigénica, bloqueando la respuesta inmune en la 
alergia al polen de olivo. Es por tanto una posible diana terapéutica definida por el Péptido 2+3 y 
evidencia la capacidad inmunomoduladora del mismo. 
Muchos de los genes diferencialmente expresados median la actividad de las células del S.I., entre 
los que destacan, por su relevancia funcional, las quimiocinas e interleucinas. En este estudio, el 
Péptido 2+3 modula la expresión de algunos genes que las codifican: CCL20, CCL22, CXCL1, IL1A, 
IL1B, IL2RA, IL6, IL-24 e EBI3 (subunidad de la IL-27 y de la IL-35).  
La quimiocina CCL20 es una proteína que participa tanto en la inmunidad innata como en la 
adaptativa, que actúa como atrayente de linfocitos B, células dendríticas inmaduras y células T, para 
iniciar la respuesta inmune adaptativa (Starner T.D. et al., 2003). El Péptido 2+3 estimula la 
transcripción de este gen de manera estadísticamente significativa en comparación con lo que 
ocurre con la estimulación Péptido 10+12+13. 
CCL22 es una de las principales quimiocinas involucradas en la respuesta Th2, que inducen la 
migración de las celulares inmunitarias a los sitios de inflamación. Estudios previos indican que los 
pacientes alérgicos, presentan niveles elevados de CCL22 en suero y que la respuesta al tratamiento 
mediante inmunoterapia disminuye esa concentración (Kucharczyk A. et al., 2010). En nuestros 
resultados, la expresión de este gen está aumentada significativamente en la condición Péptido 
2+3 en comparación con lo que sucede a nivel Basal y con el Péptido 10+12+13, pero no respecto 
a Olea.  
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CXCL1 es una quimiocina que, entre otras funciones, actúa como quimioatrayente de neutrófilos y 
juega un papel importante en el desarrollo de la respuesta inflamatoria. (Jin L. et al., 2014). Al igual 
que lo que sucede con CCL22, el Péptido 2+3 produce un aumento de su expresión. 
En cuanto a la interleucina 1 (alfa y beta, IL1A e IL1B), esta citocina proinflamatoria, está involucrada 
tanto en fenómenos de autoinmunidad como de alergia. En la actualidad se han realizado ensayos 
clínicos con medicamentos que inhiben esa expresión, provocando mejoras en la sintomatología 
(Krause K. et al., 2012). Ante la estimulación con el Péptido 2+3 parece que el Péptido aumenta la 
expresión de las subunidades IL1A e IL1B, cuando se compara con la situación Basal y con el 
Péptido 10+12+13, pero no cuando se compara con Olea. 
IL2RA es un gen responsable de la codificación de parte del receptor de la IL-2, un elemento 
esencial en la vía de señalización de esta citocina, fundamental en la respuesta a antígenos por 
parte de las células T. También es conocido como el cúmulo de diferenciación 25 (CD25), uno de 
los marcadores de población de las células Treg (Palomares O. et al., 2010). El Péptido 2+3 produce 
una sobreexpresión de este gen en comparación con el Péptido 10+12+13. 
La interleucina 6 es una proteína secretada por las células del S.I. Innato que induce la expansión de 
células Th2 e inhibe las de perfil regulador (Doganci A. et al., 2005). Sin embargo, en nuestro 
estudio se observa que el Péptido 2+3 genera una estimulación de la expresión de esta citocina 
respecto a la estimulación con el Péptido 10+12+13 y a la condición Basal. Estudios más recientes 
proponen que la IL-6, junto con el TGF-Ǆ, podría reconducir la respuesta inflamatoria, aumentando 
la producción de IL-10 por parte de las células Treg (McGeachy M.J. et al., 2007).  
La IL-24 es una proteína con funciones pleiotrópicas, la sintetizan monocitos, linfocitos B y T (Sahoo 
A., Im S.H., 2012). En este trabajo, se encuentra sobreexpresada en la condición Péptido 2+3 
respecto al Péptido 10+12+13.  
EBI3 es una proteína cuya asociación con las proteínas p28 o con IL12-p35, da lugar a la formación 
de IL-27 o IL-35 respectivamente, ambas con funciones inmunosupresoras (Devergne O. et al., 
1996; Pflanz S. et al., 2002). La IL-27 actuaría como molécula antiinflamatoria, mientras que la IL-35 
está implicada en la supresión activa por parte de las células Treg (Pope R.M. et al., 2013). IL-27 se 
secreta de manera inducida en APC activadas por la señalización de los TLR (mayoritariamente en 
células dendríticas y, en menor medida, en macrófagos, aunque también se expresa en células 
endoteliales). Actúa sobre células NK, macrófagos, neutrófilos, mastocitos y células endoteliales, y 
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cuenta con una alta capacidad de modular la respuesta inmune Th1/Th2, de manera similar a las 
funciones del IFN-ǅ, activando el fenotipo Th1 en detrimento del Th2 (Dokmeci E., et al., 2011). 
Por su parte, la implicación funcional de IL-35 es, en la actualidad, objeto de múltiples estudios por 
su relación con células Treg y su potencial función reguladora en enfermedades en las que el S.I. 
está involucrado. La expresión de IL-35 es constitutiva en células Treg (CD4+, CD25+, FOXP3+) de 
ratón. Sin embargo, en humanos su expresión requiere de la activación previa de este tipo celular 
(Bardel E. et al., 2008). Algunos autores indican que la IL-35 induce la proliferación de células Treg 
(IL-35 iTreg) con funciones supresoras similares a las iTreg productoras de IL-10 y TGF-Ǆ (Collison 
L.W. et al., 2010). Teniendo en cuenta todos estos hallazgos, se considera como una importante 
diana terapéutica en las enfermedades mediadas por el S.I. (Ye S., et al., 2013). 
En el caso concreto de la respuesta alérgica y enfermedades similares, se ha comprobado que 
ratones EBI3-/-, en respuesta a ovoalbúmina, desarrollan una respuesta de sensibilización alérgica 
mediada por una respuesta Th2 exagerada, con inflamación de las vías respiratorias, con un 
incremento en la producción de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, y altos niveles de esinofilia, con respecto 
a lo que sucede en ratones con fenotipo wild type (Dokmeci E. et al., 2011). 
En humanos, se ha observado una menor expresión tanto de EBI3 como de IL-35 por parte de 
PBMC de sujetos riníticos (Wan J. et al., 2014), así como una disminución de la concentración de IL-
35 en suero en pacientes asmáticos y con enfermedad obstructiva crónica (Chen C. et al., 2014). 
Además, algunos autores han demostrado que la inmunoterapia sublingual induce una mayor 
secreción de IL-35 en suero asociado a mejoría clínica en una cohorte de pacientes alérgicos y/o 
asmáticos (Woodruff P.G. et al., 2007; Schroder W.A. et al., 2011; Ding L.F. et al., 2014). 
En nuestro estudio, comprobamos que la expresión de EBI3 estaba significativamente aumentada 
con el estímulo Péptido 2+3 respecto al Péptido 10+12+13, lo que evidencia, aún más, el carácter 
inmunomodulador del Péptido 2+3 y su potencial uso en la terapia de esta enfermedad. 
Por su parte la PTGS2, enzima involucrada en la biosíntesis de prostaglandinas (mediadores 
inflamatorios) (Chan I.H. et al., 2007) y SERPINB2, cuya expresión se ha relacionado con el fenotipo 
asmático (Schroder W.A. et al., 2010), se encuentran sobreexpresados en alguna de las 
comparaciones que implican al Péptido 2+3.  
De los genes con mayor relevancia clínica, destacan los genes asociados con los procesos de 
tolerancia del S.I. Estos genes tienen una gran relevancia en este estudio ya que, por un lado, 
ayudan a entender el mecanismo desencadenado por el posible péptido inmunomodulador y, por 
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otro, podrían actuar como dianas terapéuticas. En este sentido, encontramos genes asociados a la 
regulación específica del S.I., por su relación con FOXP3 [marcador de células Treg (Rudensky A.Y., 
2011); Feuerer M. et al., 2009)], y, por tanto, fuertemente involucrados en la tolerancia. Además del 
gen EBI3 (ya descrito con anterioridad) y el receptor de IL2 (IL2RA), destacan otros como DAB2 o 
LGMN. DAB2 es un gen diana del factor de transcripción FOXP3 en células Treg y promueve la 
respuesta de TGF-Ǆ (Jain N. et al., 2009). Este gen se expresa más en la condición Péptido 
10+12+13 que en la condición Péptido 2+3, siendo estas diferencias estadísticamente significativas. 
En relación con el gen LGMN, este codifica para una endopeptidasa relacionada con FOXP3 
(Probst-Kepper M. et al., 2009), cuya expresión se encuentra reprimida con la estimulación del 
Péptido 2+3. 
Por otro lado, algunos de los genes diferencialmente expresados han sido relacionados con una 
buena respuesta al tratamiento específico de alérgeno, como los genes C1Qc y STAB1. C1Qc 
codifica a un componente del C1 del Sistema del Complemento. STAB1 es una proteína de 
membrana involucrada en la angiogénesis y en la migración de linfocitos a tejidos. Ambos, podrían 
aumentar su expresión en PBMC de sujetos respondedores a la terapia (Zimmer A. et al., 2012). Sin 
embargo, en nuestro estudio encontramos que el Péptido 2+3 reprime la expresión de C1Qc, en 
comparación con lo que ocurre basalmente. Similar a lo que ocurre con STAB1, cuya expresión 
queda reprimida con el Péptido 2+3 en comparación con lo que sucede con el extracto completo. 
Otro grupo de genes se relacionan específicamente con la regulación de la expresión génica, como 
por ejemplo ZNF467 (que regula la transcripción génica) o están relacionados con mecanismos 
epigenéticos, como DNMT1 y miR155HG. El gen DNMT1 se encuentra reprimido en la condición 
Péptido 2+3 respecto a la condición Basal. La proteína codificada por este gen está involucrada en 
los procesos de metilación del DNA. Muchos de los genes que encontramos como diferencialmente 
expresados en algunas de las condiciones, están específicamente regulados mediante estos 
procesos de metilación, como en el caso de DAB2 (Zhang Z. et al., 2014) y la IL-24 (entre otros) 
(Sahoo A., Im S.H., 2012), así como otros genes que no encontramos diferencialmente expresados 
en este estudio, pero que podrían verse influenciados por la actividad reguladora de DNMT1, por 
ejemplo, FOXP3 (Lal G., Bromberg J.S., 2009).  
En el caso del miR155HG, es un microRNA y por tanto no codifica para proteína aunque sí actuaría 
sobre algunos procesos de transducción proteica. Además este microRNA se ha asociado con la 
activación de células Treg (Stahl H.F. et al., 2009; Lu L.F. et al., 2009). MiR155HG se encuentra 
sobreexpresado en la condición Péptido 2+3 respecto al Péptido 10+12+13.  
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Otro de los grandes grupos de genes específicamente modulados por el Péptido 2+3 se relacionan 
con la adhesión celular: ADAM28, CD36, FCN1 (el Péptido 2+3 provoca una disminución de la 
expresión de los tres genes en alguna de las comparaciones) e ITGB8 (sobreexpresado con la 
estimulación Péptido 2+3 respecto al Péptido 10+12+13). A este último gen se le ha relacionado 
con la mediación de TGF-Ǆ en el control de la proliferación epitelial de las vías respiratorias 
humanas (Fjellbirkeland L. et al., 2003). El inhibidor de proteinasas TFPI2 está involucrado en la 
remodelación de la matriz extracelular y está sobreexpresado en la condición Péptido 2+3 respecto 
al Basal y a Olea. Por su parte, TGFBI es una integrina cuya expresión es inducida por el TGF-Ǆ y 
media la adhesión celular a través de la interacción célula-colágeno cuya expresión está reprimida 
por el Péptido 2+3. 
Entre los 51 genes diferencialmente expresados, encontramos muchos que se relacionan con el 
metabolismo celular APOE, FAAH2 (cataliza la hidrólisis de lípidos bioactivos), FUCA1 (involucrada 
en la degradación de la fucosa presente en glicoproteínas y glicolípidos), GAA (esencial en la 
degradación de la glucosa en lisosoma), y ME1 (proteína que genera NADPH en la biosíntesis de 
ácidos grasos). En todos ellos, a excepción de FAAH2, el Péptido 2+3 tiende a disminuir la 
expresión de los genes.   
Otros genes están involucrados en la señalización intracelular: CAMK1, CD84 (molécula activadora 
de señalización de linfocitos) y GDE1 que están reprimidos por el Péptido 2+3 en al menos una de 
las comparaciones; y WNT5A cuya expresión se ve aumentada con el Péptido 2+3 en comparación 
con lo que sucede a nivel Basal.  
De algunos de los genes específicamente modulados por el Péptido 2+3 que consideramos más 
relevantes, quisimos analizar si los cambios producidos a nivel de mRNA se correlacionaban a nivel 
proteico (proteínas extraídas de los cultivos de PBMC de sujetos alérgicos al polen de olivo sin 
tratamiento, n=10, recogidas fuera del periodo de polinización). De este modo, analizamos la 
expresión proteica de tres genes. Dos receptores de la inmunidad innata: FPR3 y TREM1 y un gen 
muy relacionado con la regulación del S.I.: EBI3. En los estudios de qRT-PCR, FPR3 se encontraba 
reprimido ante la estimulación con el Péptido 2+3 respecto a las demás condiciones 
experimentales, mientras que TREM1 se encontraba sobreexpresado en la condición Péptido 2+3 
respecto al estímulo Péptido 10+12+13, justo al contrario de lo que sucedía con EBI3. Sin embargo, 
en el estudio de expresión proteica y aunque se optimizaron las condiciones experimentales 
aumentando el número de horas de cultivo de las PBMC hasta las 72 horas (Figura 34), no se pudo 
comprobar cambios estadísticamente significativos en ninguno de los 3 genes analizados, como 
refleja la Figura 35. 
226 | DISCUSIÓN 
5 EL PÉPTIDO 2+3 INHIBE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA INDUCIDA 
POR OLEA 
Como ya se ha mencionado anteriormente, los ensayos de proliferación se utilizan para identificar 
epítopos T en los alérgenos y valorar la respuesta específica de alérgeno. Además con estos 
ensayos también se pueden evaluar la eficacia de nuevas estrategias de inmunoterapia (Haselden 
B.M. et al., 2001b; Fellrath J.M., et al., 2003; Tarzi M. et al., 2006; Campbell J.D. et al., 2009; Simms E. 
et al., 2013). Tradicionalmente, en estos experimentos se ha utilizado timidina tritiada y, aunque la 
especificidad de la técnica es una de las mejores, el riesgo de utilizar partículas radioactivas ha 
desplazado esta técnica en beneficio de otras que no conllevan tal riesgo (Mandarapu R. et al., 
2014). Por ese motivo decidimos utilizar un sistema más sencillo, que mide la proliferación 
mediante colorimetría. 
En este estudio, se pretendía evaluar la capacidad de inducir una respuesta específica de alérgeno 
(frente al extracto completo de polen de olivo) y la capacidad de modular esa respuesta in vitro por 
parte del Péptido 2+3 y del Péptido 10+12+13.  
Como ya se ha mencionado anteriormente, en estudios previos de nuestro grupo, los péptidos 10, 
12 y 13 fueron reconocidos por un alto porcentaje de individuos alérgicos al polen de olivo que 
desarrollaban una respuesta proliferativa T. Por su parte, los péptidos 2 y 3, fueron 
mayoritariamente reconocidos por los sujetos no alérgicos e indujeron una mayor secreción de IL-
10, tanto en alérgicos al polen de olivo como en los que no lo eran, en comparación con los 
péptidos 10, 12 y 13 (Cárdaba B. et al., 1998; Cárdaba B. et al., 2007). Además, ninguno de los 
péptidos indujo la secreción de anticuerpos. Por ello, se pensó que la combinación de todos ellos 
(péptidos 2, 3, 10, 12 y 13) podría ser una buena alternativa terapéutica para enfermedad. Los 
péptidos 10, 12 y 13 actuarían como inmunógenos, mientras que los péptidos 2 y 3 modularían la 
respuesta inmune hacia una respuesta tolerogénica.  
Los resultados (Figura 36 A) indican que en los sujetos no alérgicos (n=5) no hay diferencias 
biológicamente relevantes. Sin embargo, los resultados obtenidos en los sujetos alérgicos al polen 
de olivo que no reciben tratamiento (n=8) (Figura 36 B) hacen pensar que en las situaciones 
experimentales en las que participa el Péptido 2+3 se produce un descenso de la proliferación de 
PBMC (condición Péptido 2+3 y condición Péptido 2+3 + Péptido 10+12+13), siendo ambas 
estadísticamente menores que los I.E. encontrados para el alérgeno completo (Olea) y con el 
péptido inmunodominante solo: condición Péptido 10+12+13. Todo ello, evidencia aún más el 
carácter inmunomodulador del Péptido 2+3. Analizando los valores de los I.E. obtenidos, vemos 
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que no son muy altos y hay en algunas ocasiones que no llegan al valor 1 (siempre menores que el 
extracto completo), lo que podría sugerir muerte celular, sin embargo, realizamos un estudio de 
viabilidad, mediante el colorante azul tripán, de cada una de las condiciones experimentales para 
evidenciar que los estímulos no producen muerte celular, encontrando unos porcentajes de 
viabilidad que oscilaban entre el 85 y 90%. 
En lo concerniente a este tipo de estudios, se ha analizado la implicación de péptidos derivados de 
algunos alérgenos, como Fel d 1, y su capacidad de modificar la proliferación de células PBMC 
frente al antígeno. Los resultados existentes hasta el momento son bastantes dispares, ya que 
algunos autores indican que los péptidos son capaces de modificar la proliferación (Campbell J.D. 
et al., 20) mientras que otros no lo corroboran (Haselden B.M. et al., 2001b).  
Este tipo de estudio también se ha realizado usando péptidos derivados de Ole e 1, en modelos 
múridos, en los que se ha analizado bien la proliferación de PBMC (Twaroch T.E. et al., 2011) o de 
células de bazo (Marazuela E.G. et al., 2008a; Marazuela E.G. et al., 2008b). En estos últimos casos, el 
pretratamiento con los péptidos inmunodominantes (aa109-130) en ratones sensibilizados al polen 
de olivo, produjeron una inhibición de la proliferación de estos tipos celulares. 
En un paso más allá, y para definir el potencial inmunomodulador de los péptidos, decidimos 
evaluar si estos eran capaces de disminuir la respuesta proliferativa frente al extracto completo del 
polen de olivo. (Figura 37). 
En el caso de los sujetos no alérgicos, no encontramos diferencias estadísticamente relevantes. En 
los pacientes alérgicos, sí observamos que en las condiciones en las que participaba el Péptido 2+3 
se producía un descenso de la respuesta proliferativa (Figura 37 B). Comparamos los valores 
obtenidos en cada condición con respecto a lo que sucedía ante la estimulación de Olea y vimos 
una disminución estadísticamente significativa (alrededor del 40%) en las condiciones Péptido 2+3-
24h-Olea y Péptido 2+3 + Péptido 10+12+13- 24h-Olea, lo que pone de manifiesto que este 
Péptido podría producir una inhibición parcial de la respuesta alérgica frente al polen de olivo, 
antes que esta se produzca. En relación a los estudios de reversión de la respuesta, la Figura 37 B 
muestra que el Péptido 2+3 revierte, alrededor del 10%, la respuesta específica de antígeno, 
aunque sin significación estadística.  
Todos estos resultados son bastante prometedores. Sin embargo, estos estudios requieren una 
optimización de las condiciones experimentales, aumentar el tamaño muestral y la caracterización 
de la respuesta inmune que promueven estos péptidos. 
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Englobando todo lo expuesto anteriormente, el presente trabajo proporciona información 
relevante sobre cómo distintos péptidos derivados del alérgeno principal del polen de olivo, Ole e 
1, modulan la secreción de citocinas, la expresión génica y la proliferación celular de PBMC en una 
población de sujetos clasificados en 5 grupos clínicos relacionados con esta alergia. Los principales 
hallazgos que han sido discutidos en esta Tesis Doctoral, en relación a los sujetos alérgicos al polen 
de olivo y a los sujetos no alérgicos, quedan resumidos en la Tabla 41. Dichos hallazgos, en su 
conjunto, evidencian la posible utilidad de los Péptidos para mejorar la terapia de esta polinosis. 
Además, algunos de los mecanismos inmunomoduladores regulados por estos Péptidos podrían 
servir como potenciales dianas terapéuticos/as. 
En relación a estos Péptidos, cabe destacar que la mayoría de los resultados obtenidos proponen al 
Péptido 2+3 como una buena herramienta terapéutica, por su capacidad de: inducir la secreción de 
IL-10 en los sujetos al polen de olivo durante el periodo de polinización, modular vías KEGG 
específicas en las muestras recogidas fuera de la polinización de los pacientes alérgicos al polen del 
olivo (normalizando la expresión de las mismas hacia un fenotipo similar a los sujetos no alérgicos), 
inducir/reprimir la expresión de genes involucrados en la respuesta reguladora del S.I. y la 
capacidad de inhibir, en casi un 40%, la respuesta alérgica frente al extracto completo de polen de 
olivo). Respecto al Péptido 10+12+13, estos inducen la proliferación y activación de linfocitos T y, 
por tanto, son capaces de activar la respuesta inmunológica en los sujetos alérgicos. Este hecho, y 
su incapacidad de producir una respuesta B (producción de anticuerpos) (Cárdaba B. et al., 1998), 
hacen que estos epítopos sean una herramienta terapéutica a tener en cuenta en la alergia al polen 
de olivo, como también lo recogen otros equipos de investigación (Marazuela E.G. et al., 2008a; 
Marazuela E.G. et al., 2008b).  
La importancia de este trabajo radica además, en que todos los Péptidos utilizados en el estudio, 
derivan de Ole e 1, que además de ser el alérgeno principal en la alergia al polen de olivo, es el 
marcador de sensibilización primaria a la familia de las oleáceas (Palomares O. et al., 2006), por lo 
que estos Péptidos podrían ser útiles en los tratamientos de polinosis frente a otras oleáceas. 
 
 Tabla 41. Resumen de los hallazgos más relevantes discutidos en este trabajo. Evidencias del potencial terapéutico de los Péptidos utilizados. 






















Extracto completo de 
polen de olivo 
Péptido 2+3 (Posible epítopo 
inmunorregulador) Región aa11-
33 de Ole e 1 
Péptido 10+12+13 (Epítopos 
inmunodominantes) Regiones 








Los pacientes alérgicos son 
los que presentaron 
mayores niveles de IL-10 
Los pacientes alérgicos presentaron 
los mayores niveles de IL-10 
Los pacientes alérgicos presentaron 
los mayores niveles de IL-10 
Fuera  
Los sujetos no alérgicos 
presentaron los niveles 
más elevados de TGF-β 
Los pacientes alérgicos presentaron 
los menores niveles de IL-10. Los 
pacientes alérgicos presentaron los 
mayores niveles de TGF-Ǆ 
Los pacientes alérgicos presentaron 




Diferencias a nivel basal 
entre los dos grupos, 
mayor número de 
activación de vías KEGG 
en sujetos alérgicos 
Es el estímulo que provoca 
la activación del mayor 
número de vías KEGG 
(muchas de ellas 
relacionadas con el S.I.)   
Normaliza el número y tipo de vías 
KEGG en los sujetos alérgicos 
Provoca la activación, en los sujetos 
alérgicos, de muchas vías 






Fuera    
Respuesta proliferativa 
mayor en los sujetos 
alérgicos (respuestas 
específicas de alérgeno) 
Inhibición de la respuesta 
proliferativa en los sujetos alérgicos 
pero no en los que no lo son 
No inhiben la respuesta proliferativa 
en ninguno de los grupos 
  










SUJETOS ALÉRGICOS AL POLEN DE OLIVO SIN TRATAMIENTO   
Parámetro que modifica 
Estímulo 
Extracto completo de polen de 
olivo 
Péptido 2+3  
(Posible epítopo inmunorregulador)  
Región aa11-33 de Ole e 1 
Péptido 10+12+13  
(Epítopos inmunodominantes) 
Regiones aa91-102 y aa109-130 de Ole e 1 
Citocinas reguladoras 
Aumento de la secreción de IL-10, en 
las muestras recogidas fuera del 
periodo de polinización 
Produce un aumento de los niveles de IL-10 en las 
muestras recogidas durante el periodo de 
polinización 
Induce los menores niveles de IL-10 
 Expresión génica 
Induce una activación de la vía 
"Interacción de  receptores citocina- 
citocina" en las muestras recogidas 
durante el periodo de polinización 
En el conjunto de las comparaciones modifica la 
expresión de 51 genes, muchos de ellos 
relacionados con la regulación del S.I. (Validación 
de los resultados en las muestras extraídas fuera 
del periodo de polinización) 
  
Proliferación celular  
(muestras recogidas fuera 
de la polinización) 
Origina proliferación celular 
(respuestas específicas de alérgeno) 
Su preestimulación inhibe la respuesta específica 
de alérgeno 
Induce proliferación celular 
La combinación de ambos inducen la menor proliferación celular y su preestimulación inhibe, de 
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Las conclusiones derivadas de esta Tesis Doctoral son: 
1. Los 5 grupos analizados mostraron, por lo general, un patrón diferencial de secreción de 
anticuerpos IgE e IgE específicos, siendo los pacientes alérgicos al polen de olivo (tanto 
tratados como sin tratar) los que tuvieron los niveles más elevados de IgE específica. Los 
sujetos asintomáticos presentaron niveles detectables de estos anticuerpos y los mayores 
niveles de IgE total. 
2. En ausencia de estimulación, los resultados de la secreción de citocinas no definieron 
ningún perfil diferencial. Sin embargo, los análisis de expresión génica fueron capaces de 
discriminar las 5 condiciones clínicas previamente establecidas. 
3. Respecto a la capacidad de los estímulos de modificar la secreción de citocinas y la 
expresión génica de las PBMC, los resultados más relevantes se obtuvieron en los grupos 
de sujetos no alérgicos y los sujetos alérgicos al polen de olivo sin tratamiento. Del 
conjunto de las comparaciones se concluye que: 
3.1. IL-10 y TGF-Ǆ son dos citocinas reguladoras implicadas en la respuesta 
tolerogénica/alérgica al polen de olivo cuyas secreciones están influenciadas por la 
carga antigénica ambiental. 
3.2. El Péptido 2+3 induce un comportamiento tolerogénico en los individuos alérgicos al 
polen de olivo, en relación al número y tipo de vías KEGG que normaliza, en las 
muestras recogidas fuera del periodo de polinización. 
3.3. Se ha definido un set de 51 genes específicamente modulados por el Péptido 2+3 en 
los sujetos alérgicos al polen de olivo, muchos de los cuales están implicados en la 
regulación del S.I. por lo que pueden ser potenciales dianas terapéuticas en esta 
enfermedad. 
4. El Péptido 2+3 es capaz de inhibir la proliferación de PBMC en sujetos alérgicos al polen de 
olivo, en respuesta a la estimulación con el extracto completo de polen de olivo. 
Por todo ello, el Péptido 2+3 se postula como un buen candidato a tener en cuenta para la mejora 
de la terapia en la alergia al polen de olivo. Además, debido a la homología existente entre Ole e 1 
y otros alérgenos principales de la familia de las oleáceas, este Péptido podría utilizarse como 
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Different molecular mechanisms may modulate sensitization and natural or induced tolerance to 
allergens. We have searched for differential mechanisms at humoral and cellular level in the olive pollen 
allergic response, checking the inluence of exposure to allergens of subjects from an area with extremely 
high antigenic load during the pollen season. Sera and PBMCs were obtained during and outside 
the pollen season. Distinct Ig subtypes (total IgE and speciic IgE, IgG4 and IgA), and Th1, Th2 and 
regulatory T cells (Treg) cytokines were analyzed in 5 groups of subjects: Group 1, non-allergic; Group 
2, asymptomatic, sensitized to olive pollen; Group 3, allergic to pollen other than olive; Group 4, allergic 
to olive pollen (not treated); and Group 5, allergic to olive pollen, and getting speciic immunotherapy. 
Asymptomatic subjects showed the highest total IgE levels. The major difference found between 
untreated and treated subjects was the high levels of non-inlammatory antibodies (IgG4) in treated 
patients. The main result of cytokine analyses was the statistically signiicant decrease in TGF-b levels in 
untreated olive pollen allergic subjects (pollen season) compared with treated. A signiicant decrease in 
forkhead winged-helix transcription factor (FOXP3) mRNA expression (marker of regulatory response) 
and a lower presence of Treg cells in PBMCs of olive pollen allergic subjects was found. The results point 
to a decrease in the cellular regulatory mechanisms mediated by TGF-b and FOXP3 in olive-pollen 
allergic patients that could be restored after speciic-immunotherapy.
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The reason why exposure to common 
environmental antigens induces allergic diseases in 
some people and not in others remains undetermined. 
Allergen-speciic CD4+ helper T-cell (Th) 
generation is the initial event leading to the 
development of allergic disease. Subtypes Th2 
are pivotal to the inlammatory cascade through 
production of IL-4 (essential for the development of 
Th2 cells), IL-5 (for eosinophil recruitment), IL-13 
(mediates isotype switching to IgE) and IL-9 (mucus 
hypersecretion). Th1 cells (secreting mainly IFN-g) 
may contribute to the chronicity and effector phase 
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Analysis of gene-expression profiles by microarrays is useful for characterization of candidate
genes, key regulatory networks, and to define phenotypes or molecular signatures which improve
the diagnosis and/or classification of the allergic processes. We have used this approach in the study
of olive pollen response in order to find differential molecular markers among responders and non-
responders to this allergenic source. Five clinical groups, non-allergic, asymptomatic, allergic but not
to olive pollen, untreated-olive-pollen allergic patients and olive-pollen allergic patients (under specific-
immunotherapy), were assessed during and outside pollen seasons. Whole-genome gene expression
analysis was performed in RNAs extracted from PBMCs. After assessment of data quality and principal
components analysis (PCA), differential gene-expression, by multiple testing and, functional analyses
by KEGG, for pathways and Gene-Ontology for biological processes were performed. Relevance was
defined by fold change and corrected P values «0.05). The most differential genes were validated by
qRT-PCR in a larger set ofindividuals. Interestingly, gene-expression profiling obtained by PCA clearly
showed five clusters of samples that correlated with the five clinical groups. Furthermore, differential
gene expression and functional analyses revealed differential genes and pathways in the five clinical
groups. The 93 most significant genes found were validated, and one set of 35 genes was able to
discriminate profiles of olive pollen response. Our resuIts, in addition to providing new information on
allergic response, define a possible molecular signature for olive pollen allergy which could be useful for
the diagnosis and treatment of this and other sensitizations.
Allergic diseases are highly complex adverse
reactions of the immune system against otherwise
harmless substances. The reason why exposure to
common environmental antigens induces allergic
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a b  s  t  r a  c t
Two regions of Ole e  1, the  major olive-pollen  allergen, have  been  characterized  as  T-cell  epitopes,  one  as
immunodominant region (aa91-130) and  the  other,  as  mainly  recognized  by  non-allergic subjects (aa10-
31).  This report  tries  to characterize  the specific relevance  of  these  epitopes in the  allergic response  to
olive pollen  by  analyzing the  secreted  cytokines  and  the  gene  expression  profiles  induced after  specific
stimulation  of peripheral  blood mononuclear cells  (PBMCs). PBMCs  from olive pollen-allergic and non-
allergic  control subjects were  stimulated  with  olive-pollen  extract and Ole  e 1  dodecapeptides  containing
relevant  T-cell  epitopes.  Levels of cytokines were measured  in cellular  supernatants  and  gene expression
was determined  by microarrays,  on  the  RNAs extracted from  PBMCs.  One  hundred eighty-nine  differential
genes  (fold  change  >2 or  <−2,  P <  0.05)  were  validated  by  qRT-PCR in a large population.
It  was not  possible to  define  a  pattern of response  according  the  overall  cytokine  results  but  inter-
esting  differences  were  observed,  mainly  in the  regulatory cytokines.  Principal  component  (PCA)
gene-expression  analysis  defined clusters that  correlated  with  the experimental  conditions in the  group
of allergic  subjects. Gene  expression and  functional  analyses revealed  differential  genes  and pathways
among  the experimental  conditions.  A  set of  51 genes (many  essential to T-cell  tolerance and  homeo-
stasis)  correlated  with  the response  to aa10-31 of Ole  e 1. In  conclusion, two  peptides derived  from Ole
e  1 could  regulate the  immune response in allergic  patients, by  gene-expression  modification of several
regulation-related  genes.  These results  open new research  ways  to the  regulation  of allergy  by  Oleaceae
family  members.
©  2014 Elsevier  Ltd.  All rights  reserved.
1. Introduction
Allergen-specific CD4+ helper T-cell (Th) generation is  the initial
event leading to  the development of allergic disease. Type I  allergy
Abbreviations: PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; qRT-PCR, quantita-
tive  real-time polymerase chain reaction; PCA, principal component analysis; Tregs,
regulatory T-cells; EAACI, European Academy of Allergology and Clinical Immunol-
ogy; GO, gene ontology; KEGG, Kyoto Encyclopedia of  Genes and Genomes.
∗ Corresponding author at: Immunology Department, IIS-Fundación Jiménez Díaz,
Avda  Reyes Católicos No. 2,  28040 Madrid, Spain. Tel.: +34 91  5494445;
fax: +34 91  5448246.
E-mail address: bcardaba@fjd.es (B.  Cárdaba).
1 These authors have contributed equally to  this  article.
is  caused by an inappropriate Th2 response to  environmental aller-
gens (El Biaze et al., 2003; Schleimer et al., 1989; Walker et al.,
1991)  leading to  antigen-specific IgE production as well as recruit-
ment and activation of proinflammatory cells (e.g., eosinophils and
mast cells) in  mucosal target organs (Hakansson et al., 1997, 1998;
Till et al., 1997). In  contrast, under similar exposure conditions,
tolerance to allergens is  maintained in non-allergic individuals. A
deficit in  immune tolerance is considered to cause allergy in  pre-
disposed individuals. Peripheral T-cell tolerance is characterized
by  functional inactivation due to  specific T-cell subtypes with an
immunosuppressive function, generically named regulatory T-cells
(Tregs) (Akdis, 2008). IL-10 and TGF-,  secreted by these Tregs, may
play an important role (Robinson, 2009; Akdis and Akdis, 2009;
Palomares et al., 2010).
http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2014.12.002
0161-5890/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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 Regulatory T cells (Treg) are essential for the induction and maintenance of 
immune tolerance to allergens [1]. Forkhead winged-helix transcriptional factor 
(FOXP3) has been identified as a specific molecular marker for Treg cells, and its 
expression is considered essential for the formation and function of Treg. Its absence is 
associated with severe allergic inflammation and high IgE levels [2]. There are many 
molecular mechanisms described that could modulate its expression [3]. Several groups 
have observed that epigenetic regulation is crucial for controlling the expression of 
FOXP3 locus [4-6]. 
 In 2007, an evolutionary conserved CpG-rich element within the Foxp3 locus 
was identified as selectively demethylated in nTreg, but not in FOXP3-CD4+CD25- or 
conventional T cells. This Treg-specific demethylated region (TSDR) was also 
associated with modified histones in nTreg, but not in FOXP3- T cells, strengthening the 
idea that epigenetic mechanisms contribute to the control of FOXP3 gene expression. 
Demethylation of TSDR corresponds with the stability of FOXP3 expression [7]. 
Currently, several studies have demonstrated that the methylation status of FOXP3 is 
implicated in several diseases such as systemic sclerosis [8]. Specifically, in allergies 
this mechanism likes to contribute to clinical immune tolerance during peanut oral 
immunotherapy [9].  
 Olive pollen allergy is one of the major causes of allergic diseases in 
Mediterranean countries and some regions of Australia and North America. Olive pollen 
induces mainly nasal and conjunctive symptoms, although it may induce asthma 
exacerbations in areas with high airborne levels of pollen.  
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 Recently we have demonstrated that PBMCs (peripheral blood mononuclear 
cells) from olive pollen allergic patients showed a decrease of a regulatory cytokine, 
TGF-β, and this decrease, correlated with low levels of FOXP3 expression compared 
with non-allergic controls [10]. These findings led us to study the DNA methylation of 
FOXP3, as a possible mechanism responsible for the differences found in FOXP3 
expression between untreated olive pollen allergic subjects and healthy controls, 
specifically, in a region called TSDR that was suggested as an important methylation-
sensitive element regulating FOXP3 expression [11].  
 The population studied was composed by 39 subjects, 22 non-allergic subjects 
and 17 untreated olive-pollen-allergic patients, selected from a previous immunological 
study [10] and recruited at the Allergy Service of hospitals in Andalusia (a region in 
Spain with particularly high pollen counts during the pollen season). 
 Olive pollen-allergic patients fulfilled the following inclusion criteria: seasonal 
rhinitis and/or asthma from April to June, positive skin prick test of O. europaea pollen 
extract (ALK Abelló, Madrid, Spain) and no previous immunotherapy.  
 The exclusion criteria were: current smoking, less than 10 years´ residence in the 
selected area (Andalusia, a region in Spain with particularly high pollen counts during 
the pollen season, 5000 grains/m3, with peaks reaching more than 10000 grains/m3).  
 Informed consent was obtained from each subject. Ethical approval for the study 
was obtained from the Ethical and Research Committee of each participating hospitals. 
Biological samples were obtained from Biobanco-FJD, IIS-Fundación Jiménez Díaz 
Madrid. 
 Total IgE and O.europaea specific IgE antibodies were higher in allergic 
patients (166,76 ± 160,67; 21,47 ± 19,61, respectively) compared to those in the control 
group (71,03 ± 91,60; 0,34 ± 0,00), being statistically significant (p<0.05).   
 The mean levels of FOXP3 gene expression determined by qRT-PCR, was 
statistically decreased in untreated olive pollen allergic subjects compared with control 
group, as was previously described [10]. 
 For DNA methylation study of TSDR (320 bp, X-chromosome 49117047-
49117367, positive strand) (genome.ucsc.edu), we designed a methylation specific 
PCR, that allowed the study of 14 CpGs islands. Amplification primers were based on 
the previously described [5] but with modifications, using the Pyromark Assay Design 
Software 2.0 (Qiagen). Schematic view of the study design is shown in Figure 1A. 
Specifically, genomic DNA was isolated from untreated allergic patients (n=22) and 
controls´ whole blood samples (n=17) (extracted during the olive pollen season) using 
BioRobot EZ1 DSP Workstation (Qiagen, Valencia, CA, USA) and bisulfite conversion 
of these genomic DNA was performed using MethylCode Bisulfite Conversion 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). PCR was performed in a final volume of 50 µl 
containing 1xPCR Buffer (Promega, Madison, USA), 1.25 U Go Taq DNA polimerase 
(Promega, Madison, USA), 200 µM dNTPs, 1.5 µM MgCl2, 12.5 pmol of each primer 
(forward and reverse), and 15 ng bisulfited-treated genomic DNA. As negative controls 
DNA without bisulfite conversion and PCR reactives without DNA were used. PCR 
consisted of an initial denaturation step of 95ºC for 5 min, followed by 40 cycles of 
95ºC for 1 min, 55ºC for 1 min and 72ºC for 1 min and a final step of 72ºC  for 10 min. 
PCR products were analyzed on 2.5% agarose gels, stained with ethidium bromide. The 
primers designed led us to the correct specific PCR amplification of the bisulfite- 
treated DNA of the TSDR region (320bp) (Fig. 1B). After amplification, CpGs 
methylation status was analyzed by pyrosequencing technology, using 3 sequencing 
primers (Fig. 1A) designed by Pyromark Assay Design, Software 2.0. The methylation 
index for each sample was calculated as the mean value of percentage for all examined 
CpGs islands. Fig. 1C shows the methylation status profile of the 14 CpGs islands that 
were studied. There was not a clear pattern of FOXP3 methylation profile between the 
two groups of study. Both groups have heavily methylated islands in the TSDR region, 
however methylation status of one CpG (number 10) was statistically increased in 
controls compared to allergic patients. This result was unexpected because we suspected 
that the down-expression of FOXP3 in allergic patients would be associated with a 
greater hypermethylation status in relation with healthy controls. Hypomethylation 
status of the TSDR region usually is associated with a stable FOXP3 expression, 
although several authors reported that demethylation of the TSDR corresponds with 
stability of FOXP3 expression (as in natural Treg cells), whereas T cells that express 
FOXP3 only transiently (TGF--induced Treg cells and recently activated conventional 
human T cells) have a methylated TSDR [4]. One of the major facts for the lack of 
differences find could be due that the DNA analyzed was extracted from peripheral 
blood samples and not from DNA purified of Treg or T-cells. This experimental design 
was performed for using the same experimental approach that previously, in order to 
correlate methylation degree with our previous gene-expression [10] but the data reflect 
that it is not the optimal strategy for FOXP3 methylation study. 
 In conclusion, our data show that the analysis of methylation degree of TSDR-
FOXP3 region using DNA extracted from peripheral blood is unable to explain the 
decrease of FOXP3 described in olive pollen allergic subjects, although does not 
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Figure 1. A) Schematic overview of the TSDR region and the amplicon designed for 
methylation analysis. Upper arrows show forward and biotinylated reverse primers. 
Lower arrows represents sequencing primers. B) Agarose gel analysis of PCR products: 
1. PCR products obtained from Bisulfite-treated genomic DNA.  Negative controls: 2. 
Not Bisulfite-treated genomic DNA, 3. PCR Control (without DNA). 4. 100 bp DNA 
ladder (Promega Madison, USA). C) Methylation profiles of olive pollen allergic 
patients and healthy controls. Panel shows mean percentage of methylation for each 
















 Regulatory T cells (Treg) are essential for the induction and maintenance of 
immune tolerance to allergens [1]. Forkhead winged-helix transcriptional factor 
(FOXP3) has been identified as a specific molecular marker for Treg cells, and its 
expression is considered essential for the formation and function of Treg. Its absence is 
associated with severe allergic inflammation and high IgE levels [2]. There are many 
molecular mechanisms described that could modulate its expression [3]. Several groups 
have observed that epigenetic regulation is crucial for controlling the expression of 
FOXP3 locus [4-5]. 
 In 2007, an evolutionary conserved CpG-rich element within the Foxp3 locus 
was identified as selectively demethylated in nTreg, but not in FOXP3-CD4+CD25- or 
conventional T cells. This Treg-specific demethylated region (TSDR) was also 
associated with modified histones in nTreg, but not in FOXP3- T cells, strengthening the 
idea that epigenetic mechanisms contribute to the control of FOXP3 gene expression. 
Demethylation of TSDR corresponds with the stability of FOXP3 expression [6]. 
Currently, several studies have demonstrated that the methylation status of FOXP3 is 
implicated in several diseases such as systemic sclerosis [7]. Specifically, in allergies 
this mechanism likes to contribute to clinical immune tolerance during peanut oral 
immunotherapy [8].  
 Olive pollen allergy is one of the major causes of allergic diseases in 
Mediterranean countries and some regions of Australia and North America. Olive pollen 
induces mainly nasal and conjunctive symptoms, although it may induce asthma 
exacerbations in areas with high airborne levels of pollen.  
 Recently we have demonstrated that PBMCs (peripheral blood mononuclear 
cells) from olive pollen allergic patients showed a decrease of a regulatory cytokine, 
TGF-β, and this decrease, correlated with low levels of FOXP3 expression compared 
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with non-allergic controls [9]. These findings led us to study the DNA methylation of 
FOXP3, as a possible mechanism responsible for the differences found in FOXP3 
expression between untreated olive pollen allergic subjects and healthy controls, 
specifically, in a region called TSDR that was suggested as an important methylation-
sensitive element regulating FOXP3 expression [10].  
 The population studied was composed by 39 subjects, 22 non-allergic subjects 
and 17 untreated olive-pollen-allergic patients, selected from a previous immunological 
study [9] and recruited at the Allergy Service of hospitals in Andalusia (a region in 
Spain with particularly high pollen counts during the pollen season). 
 Olive pollen-allergic patients fulfilled the following inclusion criteria: seasonal 
rhinitis and/or asthma from April to June, positive skin prick test of O. europaea pollen 
extract (ALK Abelló, Madrid, Spain) and no previous immunotherapy.  
 The exclusion criteria were: current smoking, less than 10 years´ residence in the 
selected area (Andalusia, a region in Spain with particularly high pollen counts during 
the pollen season, 5000 grains/m3, with peaks reaching more than 10000 grains/m3).  
 Informed consent was obtained from each subject. Ethical approval for the study 
was obtained from the Ethical and Research Committee of each participating hospitals. 
Biological samples were obtained from Biobanco-FJD, IIS-Fundación Jiménez Díaz 
Madrid. 
 Total IgE and O.europaea specific IgE antibodies were higher in allergic 
patients (166,76 ± 160,67; 21,47 ± 19,61, respectively) compared to those in the control 
group (71,03 ± 91,60; 0,34 ± 0,00), being statistically significant (p<0.05).   
 The mean levels of FOXP3 gene expression determined by qRT-PCR, was 
statistically decreased in untreated olive pollen allergic subjects compared with control 
group, as was previously described [9]. 
 For DNA methylation study of TSDR (320 bp, X-chromosome 49117047-
49117367, positive strand) (genome.ucsc.edu), we designed a methylation specific 
PCR, that allowed the study of 14 CpGs islands. Amplification primers were based on 
the previously described [5] but with modifications, using the Pyromark Assay Design 
Software 2.0 (Qiagen). Schematic view of the study design is shown in Figure 1A. 
Specifically, genomic DNA was isolated from untreated allergic patients (n=22) and 
controls´ whole blood samples (n=17) (extracted during the olive pollen season) using 
BioRobot EZ1 DSP Workstation (Qiagen, Valencia, CA, USA) and bisulfite conversion 
of these genomic DNA was performed using MethylCode Bisulfite Conversion 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). PCR was performed in a final volume of 50 µl 
containing 1xPCR Buffer (Promega, Madison, USA), 1.25 U Go Taq DNA polimerase 
(Promega, Madison, USA), 200 µM dNTPs, 1.5 µM MgCl2, 12.5 pmol of each primer 
(forward and reverse), and 15 ng bisulfited-treated genomic DNA. As negative controls 
DNA without bisulfite conversion and PCR reactives without DNA were used. PCR 
consisted of an initial denaturation step of 95ºC for 5 min, followed by 40 cycles of 
95ºC for 1 min, 55ºC for 1 min and 72ºC for 1 min and a final step of 72ºC  for 10 min. 
PCR products were analyzed on 2.5% agarose gels, stained with ethidium bromide. The 
primers designed led us to the correct specific PCR amplification of the bisulfite- 
treated DNA of the TSDR region (320bp) (Fig. 1B). After amplification, CpGs 
methylation status was analyzed by pyrosequencing technology, using 3 sequencing 
primers (Fig. 1A) designed by Pyromark Assay Design, Software 2.0. The methylation 
index for each sample was calculated as the mean value of percentage for all examined 
CpGs islands. Fig. 1C shows the methylation status profile of the 14 CpGs islands that 
were studied. There was not a clear pattern of FOXP3 methylation profile between the 
two groups of study. Both groups have heavily methylated islands in the TSDR region, 
however methylation status of one CpG (number 10) was statistically increased in 
controls compared to allergic patients. This result was unexpected because we suspected 
that the down-expression of FOXP3 in allergic patients would be associated with a 
greater hypermethylation status in relation with healthy controls. Hypomethylation 
status of the TSDR region usually is associated with a stable FOXP3 expression, 
although several authors reported that demethylation of the TSDR corresponds with 
stability of FOXP3 expression (as in natural Treg cells), whereas T cells that express 
FOXP3 only transiently (TGF--induced Treg cells and recently activated conventional 
human T cells) have a methylated TSDR [4]. One of the major facts for the lack of 
differences find could be due that the DNA analyzed was extracted from peripheral 
blood samples and not from DNA purified of Treg or T-cells. This experimental design 
was performed for using the same experimental approach that previously, in order to 
correlate methylation degree with our previous gene-expression [9] but the data reflect 
that it is not the optimal strategy for FOXP3 methylation study. 
 In conclusion, our data show that the analysis of methylation degree of TSDR-
FOXP3 region using DNA extracted from peripheral blood is unable to explain the 
decrease of FOXP3 described in olive pollen allergic subjects, although does not 
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